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O receptor ionotrópico TRPA1 pertence à superfamília de receptores TRP (Receptor 
de Potencial Transitório), é expresso preferencialmente em neurônios nociceptivos 
primários e tem ganhado destaque devido a seu importante papel na condução da 
informação nociceptiva em condições inflamatórias.  A lesão tecidual associada a 
inflamação determina a síntese e a liberação de mediadores inflamatórios que 
induzem a sensibilização dos neurônios nociceptivos primários, levando a 
hiperalgesia, caracterizada pelo aumento da reposta a um determinado estímulo. 
Esse fenômeno é comum a todas as dores de origem inflamatória e os mecanismos 
envolvidos na participação do receptor TRPA1 nesse processo de sensibilização 
ainda são pouco conhecidos. Entre os mediadores inflamatórios liberados no sítio da 
lesão as prostaglandinas, especialmente as da série E2, têm papel chave no 
processo de sensibilização inflamatória. A hiperalgesia induzida pela prostaglandina 
E2 (PGE2) é mediada pela ativação de seus receptores acoplados a proteína G e 
depende da formação de  AMPc (adenosina monofosfato cíclico) e subseqüente 
ativação das  proteínas quinases A (pKA) e C épsilon (pKCε). Como o TRPA1 pode 
ser ativado em resposta a ativação de receptores de mediadores inflamatórios e já 
foi demonstrado que, pelo menos a pKA, é capaz de ativar o TRPA1 in vivo, é 
possível que o TRPA1 desempenhe papel relevante na hiperalgesia inflamatória 
induzida por prostaglandinas. Portanto, o primeiro objetivo desse trabalho foi 
investigar a participação do TRPA1 no processo de sensibilização do nociceptor 
primário induzido pela PGE2. O segundo objetivo foi identificar o mecanismo 
responsável pela ativação do TRPA1 durante o processo de sensibilização induzido 
pela PGE2. O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 por seu antagonista 
específico HC 030031 (1200 µg) diminuiu significativamente e o tratamento intratecal 
com ODN-antisense contra TRPA1 (5 nmol por dia, durante 4 dias) bloqueou a 
hiperalgesia mecânica induzida pela administração de PGE2 (100 ng) na pata de 
ratos. O tratamento intratecal com ODN-antisense bloqueou a expressão do receptor 
TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 6) relativas ao campo receptivo 
periférico onde a PGE2 foi administrada. O bloqueio farmacológico do receptor 
TRPA1, pela administração de seu antagonista seletivo ou a diminuição de sua 
expressão neuronal através da administração de ODN-antisense não afetou o limiar 
nociceptivo mecânico, avaliado após administração de NaCl 0,9%. Como alguns 
trabalhos sugerem que o TRPA1 pode ser ativado por estímulos mecânicos e, no 
presente estudo, utilizamos um teste comportamental no qual um estímulo mecânico 
é utilizado para avaliar a hiperalgesia inflamatória, foi necessário excluir a 
possibilidade de que o TRPA1 mediasse apenas a sensibilização inflamatória 
evidenciada por estimulação mecânica. Para isso, utilizamos também um estímulo 
químico: uma baixa dose de capsaicina. A nocicepção induzida pela administração 
de capsaicina (0,5 µg) na pata foi significativamente aumentada pela administração 
prévia (3 horas antes) de PGE2. O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, 
através da administração de seu antagonista, reverteu completamente a 
sensibilização induzida pela PGE2, enquanto não afetou a nocicepção induzida pela 
capsaicina por si só. Esses dados nos permitem concluir que independentemente da 
participação do TRPA1 na transdução do estímulo mecânico, este receptor 
definitivamente está envolvido na sensibilização inflamatória dos neurônios 
nociceptivos primários. A administração intraplantar de PGE2 não aumentou 
significativamente a expressão do TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 
6). Para identificar o mecanismo envolvido na participação do receptor TRPA1 no 
processo de sensibilização induzido pela PGE2 utilizamos os mediadores que atuam 
nos diferentes estágios da cascata de eventos intracelulares induzida pela PGE2 e  
verificamos o efeito do bloqueio do TRPA1 na resposta hiperalgésica de cada um 
deles. O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 por seu antagonista seletivo 
diminuiu significativamente a hiperalgesia induzida pela administração de AMPc, 
pKA ou pKCε. O tratamento intratecal com ODN-antisense contra TRPA1 diminuiu 
significativamente a hiperalgesia induzida pela administração de pKA ou pKCε. 
Como o aumento do AMPc precede a ativação da pKA, que posteriormente se 
traduz na ativação da pKCε, não se sabe se cada um desses mediadores ativa o 
TRPA1 paralelamente ou se a ativação do TRPA1 é mediada exclusivamente pela 
isoforma épsilon da pKC. Em conjunto, esses dados demonstram que o receptor 
TRPA1 é essencial para a hiperalgesia induzida pela PGE2 e sugerem que o 
bloqueio desse receptor pode ser uma boa estratégia terapêutica para tratamento e 
controle da dor inflamatória.  
 




































The ionotropic receptor TRPA1 belongs to the superfamily of TRP channels, is 
expressed mainly in nociceptive C fibers and has received increased attention due to 
its central role in inflammatory nociceptive mechanisms. Tissue injury during 
inflammation leads to the synthesis and release of inflammatory mediators that 
sensitizes primary nociceptive neurons. This condition is called hyperalgesia and is 
characterized by an increased response to low intensity stimuli. Among inflammatory 
mediators, prostaglandins, especially those of the E2 series, have a central role in 
nociceptor sensitization. Prostaglandin E2 (PGE2)-induced hyperlagesia is mediates 
by activation of its selective G protein coupled receptors and depends of cAMP 
(cyclic adenosine monophosphate) formation and subsequent activation of protein 
kinase A (pKA) and C epsilon (pKCε). In this study we asked if TRPA1 mediates 
PGE2-induced hyperalgesia, and if so, what the mechanisms involved. The 
pharmacological blocked of TRPA1 by its specific antagonist (HC 030031, 1200 µg) 
significantly decreased PGE2 (100 ng)-induced mechanical hyperalgesia in the rat´s 
paw. The treatment with ODN-antisense (intrathecal administration of 5 nmol per day 
during four days) significantly decreased TRPA1 expression in dorsal root ganglia 
cells (L5-6) and blocked PGE2-induced hyperalgesia. The treatment with ODN-
antisense or with the TRPA1 antagonist did not affect basal mechanical nociceptive 
threshold. Since some studies suggested that TRPA1 may be gated by mechanical 
stimuli, we used a chemical (a small dose of capsaicin) in addition to the mechanical 
stimulus to verify the participation of TRPA1 in PGE2-induced sensitization. The 
nociception induced by capsaicin (0,5 µg) was significantly increased by the previous 
administration of PGE2 (100 ng, three hours before). This PGE2-induced sensitization 
was blocked by the co- administration of the TRPA1 receptor antagonist, which have 
no effect by itself on capsaicin-induced nociception. This finding demonstrated that 
independently of the role of TRPA1 in mechanical stimuli transduction, this receptor 
mediates PGE2-induced inflammatory sensitization. The administration of PGE2 in 
the rat´s paw did not increase significantly TRPA1 expression in dorsal root ganglia 
cells (L5-6). To identify the mechanism underlying TRPA1 activation during PGE2-
induced hyperalgesia, we have used the intracellular mediators involved in PGE2 
signaling. The pharmacological blocked of TRPA1 by its selective antagonist  
significantly decreased cAMP, pKA or pKCε-induced mechanical hyperalgesia in the 
rat´s paw. The treatment with ODN-antisense significantly decreased pKA or pKCε-
induced mechanical hyperalgesia in the rat´s paw. Since the increase in cAMP leads 
to pKA activation, which activates pKCε, it was not possible to determine if each one 
of this mediators contribute to TRPA1 activation or if it is induced only by pKCε. The 
findings of this study demonstrated that TRPA1 receptor is essential to PGE2-induced 
hyperalgesia and suggest that future therapeutic strategies based on TRPA1 
blockade may be useful in the treatment of inflammatory pain. 
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1   INTRODUÇÃO 
A dor é considerada um dos maiores problemas de saúde pública da 
sociedade atual e embora nosso conhecimento sobre os mecanismos nociceptivos 
tenha evoluído muito nos últimos anos, os fármacos utilizados para o controle da dor 
hoje pertencem a mesma classe de fármacos utilizados há décadas. São 
basicamente antiinflamatórios e analgésicos opióides cujo uso clínico é marcado por 
um alto índice de insucessos e/ou de efeitos colaterais que se intensificam com o 
uso crônico. A maioria das condições dolorosas é de origem inflamatória periférica e 
vários estudos experimentais têm sido conduzidos com o objetivo de identificar 
novos alvos moleculares para o tratamento da dor inflamatória em sua origem, ou 
seja, na periferia. Nesse contexto, o receptor ionotrópico de potencial transitório com 
domínios anquirina -1 (TRPA1) parece um excelente alvo em potencial, pois além de 
ser expresso preferencialmente em neurônios nociceptivos primários, parece ser 
ativado por uma ampla variedade de mecanismos associados a inflamação.  
A lesão tecidual e a inflamação estão associadas a síntese e liberação de 
mediadores inflamatórios que ativam diretamente os nociceptores primários, 
induzindo dor espontânea ou que os sensibilizam induzindo quadros de hiperalgesia 
e alodinia. Essa sensibilização é um fenômeno comum a todas as dores de origem 
inflamatória e caracteriza-se pela diminuição do limiar nociceptivo que pode ser 
experimentalmente avaliada pelo aumento da reposta a um estímulo que pode ou 
não ser nociceptivo (COUTAUX et al., 2005). Os mecanismos moleculares 
responsáveis pela sensibilização do nociceptor primário são complexos, mas tem 
sido sugerido que a ativação de mecanismos intracelulares como aqueles 
dependentes da ativação da proteína quinase A (pKA) induzem aumento de Cálcio 




sódio (DRAY., 1995), fazendo com que o nociceptor fique levemente despolarizado 
e passe a responder facilmente a estímulos que antes eram incapazes de ativá-lo. 
Entre os mais importantes mediadores inflamatórios responsáveis pela 
sensibilização dos neurônios nociceptivos primários estão as prostaglandinas (PGs), 
especialmente as da série E2 (PGE2), conhecidas por seu papel chave na indução e 
manutenção de mecanismos responsáveis pela sensibilização dos nociceptores 
primários (SAMAD, SAPIRSTEIN, WOOLF, 2002). Os receptores de PGE2 
pertencem a família de receptores acoplados a proteína G que ao ativar a adenilato 
ciclase (AC), levam ao aumento nos níveis de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) 
e a ativação da pKA. De fato, vários estudos demonstram que a PGE2 induz 
sensibilização que atinge seu pico três horas após a administração, podendo 
perdurar por até 24 horas (FERREIRA, NAKAMURA, 1979), e que é totalmente 
bloqueada por inibidores da pKA (TAIWO, LEVINE, 1991; PARADA, REICHLING, 
LEVINE, 2005; SACHS et al., 2009). Além da pKA, um estudo recente demonstrou o 
envolvimento da isoforma épsilon da proteína quinase C (pKCε) na sensibilização 
induzida pela PGE2 (SACHS et al. 2009). Os achados desse estudo demonstram 
que tanto os inibidores da AC e da pKA quanto da pKCε inibem a hiperalgesia 
induzida por PGE2 na pata de ratos. No entanto, quando esses inibidores são 
administrados 90 minutos depois da PGE2, só o inibidor da pKCε é eficaz em 
bloquear a hiperalgesia. De fato, 90 minutos após a injeção de PGE2 os níveis de 
atividade da pKCε são máximos enquanto os da pKA se encontram elevados apenas 
no início do processo, por volta de 30 minutos após a injeção de PGE2 (SACHS et al. 
2009). A ativação da pKCε parece depender da atividade da pKA, uma vez que o 
inibidor da pKCε bloqueia a hiperalgesia induzida pela subunidade catalítica da pKA 




essencial na fase inicial da indução da hiperalgesia induzida por PGE2, mas que a 
manutenção desse estado é dependente da ativação mais tardia da pKCε (SACHS 
et al. 2009). 
O receptor TRPA1 pertence a superfamília de receptores TRP (Receptor de 
Potencial Transitório – do inglês Transiente Receptor Potencial) e como tal é um 
canal de cátions não seletivo que, como mencionado anteriormente, parece ser 
expresso preferencialmente em neurônios nociceptivos primários (BANDELL et al. 
2004; BAUTISTA et al. 2006). Apesar de ter sido inicialmente associado à detecção 
de temperaturas frias nocivas (STORY et al. 2003), recentemente o TRPA1 tem 
ganho destaque como um receptor importante para a condução da informação 
nociceptiva em condições inflamatórias (BANDELL et al. 2004; DAI et al. 2007; 
MACPHERSON et al. 2007b; McNAMARA et al. 2007; PETRUS et al. 2007; 
ANDRADE et al. 2008; WANG et al. 2008). O receptor TRPA1 pode ser ativado 
diretamente, por substâncias eletrofílicas que se ligam covalentemente a resíduos de 
cisteína do canal (HINMAN et al. 2006; MACPHERSON et al. 2007a). As primeiras 
substâncias químicas identificadas como capazes de ativá-lo foram os compostos 
irritantes presentes em extratos de alho, a alicina (MACPHERSON et al. 2005), e de 
mostarda, o alil isotiocianato (JORDT et al. 2004). Recentemente foi demonstrado 
que substâncias endógenas também ativam diretamente o TRPA1, é o caso de 
metabólitos eletrofílicos das prostaglandinas E2 e D2 (CRUZ-ORENGO et al. 2008; 
TAYLOR-CLARK et al. 2008) e do 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) (MACPHERSON et 
al. 2007b; TREVISANI et al. 2007), um aldeído endógeno produzido em altas 
concentrações através da peroxidação dos fosfolipídios de membrana em resposta a 




Além da ativação direta por substâncias endógenas e exógenas, tem sido 
demonstrado que o TRPA1 funciona como um canal ativado indiretamente por 
mediadores, ou seja, esses mediadores uma vez liberados no sítio da lesão, ativam 
seus respectivos receptores que iniciam vias de sinalização celular que levam a 
ativação do TRPA1. Por exemplo, foi demonstrado que a hiperalgesia induzida pela 
administração de BK na pata depende do receptor TRPA1 que é ativado em 
resposta a ativação da pKA e da via da fosfolipase C (PLC) pelo receptor B2 de BK 
(BANDELL et al. 2004; BAUTISTA et al. 2006; WANG et al. 2008). Os mecanismos 
pelos quais a PLC ativa o TRPA1 não são totalmente conhecidos, mas parecem ser 
mediados pelo aumento do cálcio intracelular (ZURBORG et al. 2007) e pelo 
diacilglicerol (DAG) (BANDELL et al. 2004), que é responsável pela ativação da 
proteína quinase C (pKC). A PLC e a pKA podem ser ativadas por inúmeros 
mediadores inflamatórios e estão entre os principais mecanismos responsáveis pela 
sensibilização do nociceptor primário. Logo, se o TRPA1 pode ser ativado por ambas 
as vias, possivelmente esse receptor desempenha papel importante no processo de 
sensibilização periférica, contribuindo para a instalação e manutenção da 
hiperalgesia e alodinia inflamatórias. De fato, alguns estudos já demonstraram que 
além de mediar a hiperalgesia induzida pela BK (BANDELL et al. 2004; BAUTISTA 
et al. 2006; WANG et al. 2008), o receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia inflamatória 
induzida pela administração de composto adjuvante de Freund (CFA) na pata 
(OBATA et al. 2005; PETRUS et al. 2007).  
No entanto, o papel do receptor TRPA1 no processo de sensibilização do 
nociceptor primário e os mecanismos envolvidos ainda são pouco conhecidos. Por 
exemplo, apesar de já ter sido demonstrado que metabólitos eletrofílicos das PGs 




sensibilização induzida por esses importantes mediadores inflamatórios. Isso por 
que uma porção muito pequena das PGs é transformada nesses metabólitos 
eletrofílicos in vivo e esses metabólitos parecem não contribuir de forma significante 
para a hiperalgesia inflamatória. Ao contrário, conforme discutido acima, a 
hiperalgesia induzida por PGs in vivo é mediada principalmente pelas PGs da série 
E2 e depende da ativação de seus receptores acoplados a proteína G e da ativação 
das pKA e pKCε. Tendo em vista o TRPA1 funciona como um canal ativado 
indiretamente por mediadores inflamatórios e que já foi demonstrado que pelo 
menos a pKA é capaz de ativar o TRPA1 in vivo é provável que o TRPA1 
desempenhe papel relevante na hiperalgesia inflamatória induzida por PGs. 
Portanto, o primeiro objetivo desse trabalho foi investigar a participação do TRPA1 
no processo de sensibilização do nociceptor primário induzido por PGE2. O segundo 
objetivo identificar o mecanismo responsável pela ativação do TRPA1 durante o 















2   REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 Dor 
A sensação de dor é um mecanismo de alerta do organismo que indica a 
presença de um estímulo lesivo e que aciona respostas protetoras apropriadas 
(WOOLF, SALTER, 2000); (JULIUS, BASBAUM, 2001). Dessa maneira, o 
funcionamento adequado do sistema nociceptivo é essencial para proteger o 
organismo de danos teciduais. Entretanto, sob condições patológicas, este sistema 
se torna sensibilizado e a dor transforma-se em uma doença (ZEILHOFER, 2005). 
De acordo com a terminologia proposta pela Associação Internacional para o 
Estudo da Dor (em inglês, IASP), a dor é definida como uma experiência sensorial e 
emocional desagradável, associada à lesão tecidual real ou potencial (IASP, 2007). 
Portanto, sua percepção é complexa e não envolve apenas a transdução de um 
estímulo nocivo, mas também processos emocionais e cognitivos no cérebro 
(JULIUS, BASBAUM, 2001).  
Desta forma, a percepção da dor depende de fatores fisiológicos (sensoriais) 
e psicológicos. O componente sensorial da dor é denominado nocicepção, ou seja, a 
conseqüência da estimulação das fibras aferentes primárias. Assim, a nocicepção 
pode ser considerada como o processo pelo qual estímulos térmicos, mecânicos ou 
químicos nocivos são detectados por uma sub-população de fibras nervosas 
periféricas, chamadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009). Portanto, enquanto a 
dor envolve a percepção de um estímulo aversivo, a nocicepção refere-se aos 
mecanismos neurofisiológicas gerados pelo estímulo nocivo. Em animais a dor pode 
ser avaliada indiretamente, através da observação comportamental evidenciada pela 




modelos de nocicepção (TJOLSEN, HOLE., 1997), uma vez que a discriminação do 
componente emocional da dor é limitada. Esses estudos experimentais têm 
contribuído para o entendimento dos múltiplos mecanismos envolvidos na 
transmissão e processamento da informação nociceptiva. Algo essencial para a 
identificação de novos alvos moleculares para o desenvolvimento de drogas que 
alcancem um maior índice de sucesso no tratamento e controle da dor aliado a 
menores efeitos colaterais. Esse recente avanço no conhecimento sobre os 
mecanismos nociceptivos contrasta com a ausência de avanços nas estratégias 
terapêuticas, pois os fármacos utilizados hoje para o controle da dor são os mesmos 
há décadas, basicamente opióides e antiinflamatórios não esteroidais (AINEs), que, 
embora eficazes em grande parte das condições dolorosas, apresentam efeitos 
adversos que tornam o tratamento clínico limitado (NEGUS et al., 2006; 
WOODCOCK, WITTER, DIONNE, 2007). Dentre os efeitos adversos apresentados 
pelos analgésicos opióides, um importante fator limitante é o aparecimento da 
tolerância analgésica e a possibilidade de desenvolvimento de dependência química. 
Entre os AINEs, o problema mais freqüente está relacionado às complicações 
gastrintestinais (HENRY, LIM, GARCIA-RODRIGUES, 1996; COLLETT, 1998; 
MERCADANTE, 1999; WHITTLE, 2003). 
 
2.2  Mecanismos periféricos da dor  
O primeiro passo na seqüência dos eventos que originam o fenômeno 
doloroso é a transformação dos estímulos nocivos em potenciais de ação que são 
transmitidos para o sistema nervoso central (SNC) pelas fibras nervosas periféricas 
(BESSON, PERL, 1969). A recepção do estímulo nociceptivo na periferia se dá por 




aferentes sensoriais, denominadas nociceptores, os quais são amplamente 
distribuídos na pele, vasos, músculos, articulações e vísceras, sendo a pele o tecido 
que recebe a maioria dos estímulos nociceptivos periféricos (JULIUS, BASBAUM, 
2001).  
Existem duas classes principais de nociceptores. A primeira inclui fibras C 
não-mielinizadas de pequeno diâmetro e condução lenta e a segunda classe 
engloba fibras mielinizadas (A ) de diâmetro médio e condução mais rápida 
(JULIUS, BASBAUM, 2001; WOOLF, MA, 2007). Essas fibras aferentes mielinizadas 
diferem consideravelmente das fibras A  de grande diâmetro e condução rápida que 
respondem à estimulação mecânica inócua (BASBAUM et al., 2009). Dentre as 
fibras nociceptivas, há uma sub-população chamada nociceptores silenciosos (“silent 
or sleeping” - nociceptors), que normalmente não são responsivos a estímulos. 
Entretanto, a sensibilização desses nociceptores pode ser induzida por diferentes 
mecanismos, tais como, mudança de temperatura (estímulo nocivo térmico), 
diferença osmótica ou distensão do tecido (estímulo nocivo mecânico), hipóxia ou 
lesão tecidual seguida de inflamação (estímulo nocivo químico). Uma vez 
sensibilizados, esses nociceptores silenciosos podem ser facilmente ativados, 
podendo inclusive apresentar atividade espontânea (JULIUS, BASBAUM, 2001). 
Esse processo é característico das dores de origem inflamatória e é amplamente 
dependente de mediadores químicos liberados pelos neurônios sensoriais e 
simpáticos e por células não neuronais como plaquetas, células sangüíneas, 
mastócitos, células endoteliais, fibroblastos e células de Schwann (BESSON, 1999). 
Entre eles destacam-se os metabólitos derivados do ácido araquidônico (PGs e 
leucotrienos), peptídeos [BK, taquicininas, peptídeo relacionado ao gene da 




vasoativo], aminas, óxido nítrico (NO), adenosina trifosfato (ATP), adenosina 
difosfato (ADP), fator de crescimento neural (NGF), fator de ativação plaquetário, 
citocinas, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e a interleucina 1-beta (IL-
1β), e íons como potássio e hidrogênio (BEDBROOK, 1976; PIOTROWSKI; 
FOREMAN, 1986). Grande parte desses mediadores atua através da interação com 
receptores acoplados a proteínas G, desencadeando alterações bioquímicas nas 
células alvos, mediadas por segundos mensageiros, como o AMPc, guanosina 
monofosfato-cíclico (GMPc), inositol trifosfato (IP3), DAG e Ca
++. Estes eventos 
iniciais induzem a ativação secundária de diferentes quinases intracelulares tais 
como pKA e pKC, amplamente envolvidas nas mudanças bioquímicas que medeiam 
o processo de sensibilização do nociceptor primário (DRAY, 1995). 
 
2.3  Prostaglandinas 
As PGs estão entre os mais importantes mediadores inflamatórios 
responsáveis pela sensibilização dos neurônios nociceptivos primários e, 
conseqüentemente, pela dor inflamatória. Prova irrefutável disso é a eficácia 
analgésica dos AINES, que ainda são os fármacos mais utilizados para tratamento e 
controle da maioria das condições dolorosas e cujo principal mecanismo de ação 
depende da inibição da síntese enzimática de PGs.  
As PGs são substâncias orgânicas extremamente versáteis que aparecem 
numa grande variedade de tecidos e situações biológicas. Por terem sido 
primeiramente descobertas e isoladas do líquido seminal, como secreção da 
próstata, foram assim denominadas, sendo o sufixo “glandinas” associado à glândula 
(HAFEZ, HAFEZ, 2004). Alguns anos mais tarde, as pesquisas mostraram que 




próstata, mas o nome permaneceu. Atualmente sabe-se que as PGs estão 
presentes em todos os tecidos animais, exercendo várias funções bioquímicas em 
processos fisiológicos e patológicos. Entre elas, vasodilatação ou vasoconstrição, 
contração ou relaxamento da musculatura brônquica e uterina; ovulação; aumento 
do fluxo sanguíneo renal; proteção da mucosa gástrica e inibição da secreção ácida 
estomacal; resposta imunológica (ex: inibição da agregação plaquetária); regulação 
de atividade quimiotáxica; progressão metastática; função endócrina entre outras 
(DANET- DESNOYER, WETZEL, THATCHER, 1994; COHN et al., 1997; OKUDA, 
MIYAMOTO, SKARZYNSKI, 2002). Quimicamente fazem parte de um grupo 
chamado eicosanóides, derivado do ácido araquidônico, que sofre ciclização por 
ação da enzima cicloxigenase (COX), formando um anel pentano e recebendo várias 
insaturações. São divididas de acordo com sua estrutura e função, produzindo 
efeitos biológicos diferentes. Possuem quatro grandes grupos: A, B, E, F 
(MARQUES, 2006).  
As PGs, assim como os leucotrienos, têm sua síntese desencadeada por 
estímulos nas membranas celulares, que podem ser de natureza fisiológica, 
farmacológica ou patológica. Tais estímulos ativam a fosfolipase A2 (PLA2) que 
hidrolisa fosfolipídios da membrana, particularmente fosfatidilcolina e 
fosfatidiletanolamina, “liberando” assim o ácido araquidônico. Este ácido liberado é 
então substrato para duas vias enzimáticas, a da COX, que desencadeia a síntese 
das PGs e dos tromboxanos, e a via da lipoxigenase (LOX), responsável pela 
síntese dos leucotrienos (SCHUSTER, 1998, 2002; BAO et al., 2002; MARQUES, 
2006). 
O sítio catalítico das COX é um canal hidrofóbico que se encontra numa 




araquidônico não precisa abandonar a membrana para servir como substrato. A 
síntese das PGs inicia-se com a COX catalisando a adição de oxigênio molecular ao 
ácido araquidônico, formando-se um produto intermediário, o PGG ou prostaglandina 
G2. No outro lado da membrana, a COX cumpre sua função como peroxidase, 
reduzindo a PG2 a PGH2. Estas PGs primárias, por assim dizer, são o substrato para 
formação das diversas PGs com atividade, como PGD2, PGE2, PGF2α e 
prostaciclinas (PGI2) (COHN et al.,1997; OKUDA et al., 2002).  
A maior parte dos receptores para PGs são receptores de membrana 
clássicos, acoplados à proteínas “G”, mas há também receptores localizados no 
núcleo, cujos ligantes atuam controlando a expressão gênica celular. Recentemente, 
foi demonstrado que eicosanóides como a PGI2 (e outras da série J) e leucotrieno 
B4 são ligantes endógenos de uma família de receptores ativadores de proliferação 
do peroxissomo PPARs -Peroxisome – Activated Receptors, que regulam o 
metabolismo lipídico e a diferenciação e proliferação celular. Atualmente, se 
conhecem 3 isoformas destes receptores, denominados α, δ e γ (DANET- 
DESNOYER, WETZEL, THATCHER, 1994). A sensibilização do nociceptor primário 
induzida pela PGE2 é dependente da ativação dos receptores de prostaglandina 
(EP1, EP2, EP3 e EP4), que pertencem a super família de receptores acoplados a 
proteína G. Desta forma, dependendo de qual receptor EP é ativado, podemos ter 
diferentes vias de sinalização a partir de diferentes proteínas G (NARUMIYA, 
SUGIMOTO, USHIKUBI, 1991; NARUMIYA, FITZGERALD, 2001; BREYER et al., 
2001). Por exemplo, a proteína Gq ativa a via da PLC, enquanto que a ativação de 
uma proteína Gs leva a ativação da via AC/AMPc (ALEY, LEVINE, 1999; WANG et 
al., 2008). Assim, a ativação do receptor EP1, normalmente ativa a PLC, embora 




hidrólise do fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) em DAG, que ativa a pKC e IP3 (que 
induz aumento do Ca++ intracelular) (DANET- DESNOYER, WETZEL, THATCHER, 
1994; OKUDA, MIYAMOTO, SKARZYNSKI, 2002). A ativação dos receptores EP2 e 
EP4 ativa a proteína Gs que ativa a AC, o que por sua vez, induz a formação de 
AMPc (KOBAYASHI, NARUMIYA, 2002). Já a ativação do receptor EP3 está 
associada a diversas variantes em suas vias de sinalização, que parecem envolver 
complexas interações de inibição da proteína GS e ativação da G13 (HATAE, 
SUGIMOTO, ICHIKAWA, 2002); (HATA, BREYER, 2004).  
 
2.4 Canais TRP (Receptores de Potencial Transitório) 
Como mencionado acima, a fibra nervosa aferente primária detecta 
estímulos ambientais e transduz essa informação na linguagem do sistema nervoso, 
ou seja, potenciais elétricos (BASBAUM et al., 2009). Na última década, muitas 
moléculas de transdução da informação nociceptiva têm sido identificadas e o maior 
grupo de detectores de estímulos nocivos é a família de receptores ionotrópicos de 
potencial transitório (CHENG et al., 2008; PATAPOUTIAN, TATE, WOOLF, 2009). 
Os receptores de potencial transitório (TRPs) são expressos em células excitáveis e 
não excitáveis e representam vias primárias de entrada de íons. O primeiro receptor 
TRP foi identificado como um componente central do complexo de foto-transdução 
da mosca drosófila (COSENS et al., 1971). A família dos canais TRP em mamíferos 
contêm 28 membros, os quais podem ser agrupados nas seguintes subfamílias 
TRPCs (clássicos ou canônicos), TRPVs (vanilóides), TRPMs (melastatínicos), 
TRPPs (policistínicos), TRPMLs (mucolipínicos), TRPAs (anquirínicos) e TRPNs 




Esses receptores participam na geração de sensações dolorosas evocadas 
por estímulos químicos, térmicos e mecânicos (LEVINE, ALESSANDRI-HABER, 
2007). Canais TRP são proteínas extremamente versáteis e impressionantes, por 
contribuírem para um grande número de processos fisiológicos através de sua 
capacidade de reconhecer uma grande quantidade e variedade de estímulos físicos 
e químicos (JULIUS, BASBAUM, 2001; RAMSEY, DELLING, CLAPHAM, 2006). Esta 
habilidade para funcionar como um receptor polimodal, representa o mecanismos 
pelo qual os canais TRP conseguem integrar informações do meio ambiente e 
estímulos endógenos (TREVISANI et al., 2007). O receptor de potencial transitório 
vanilóide tipo 1 (TRPV1) e o TRPA1 são os dois principais representantes dessa 
categoria de canais, quando consideramos a capacidade de detectar estímulos 
térmicos e químicos em virtude de lesão tecidual e/ou inflamação. 
 
2.4.1  Receptor de potencial transitório vanilóide tipo 1 – (TRPV1) 
Devido às suas propriedades na transdução de estímulos sensoriais a 
subfamília TRPV (1 a 6) tem recebido crescente atenção. Os membros deste grupo 
apresentam sensibilidade a diversos estímulos ambientais, nocivos ou não, 
derivados vegetais, mediadores inflamatórios, calor, prótons, estímulos osmo-
sensorias e mecano-sensoriais. 
O TRPV1 (Figura 1), originalmente chamado de receptor vanilóide 1 (VR1) 
sensível a capsaicina, foi o primeiro descrito como receptor polimodal ativado por 
compostos vanilóides, calor nocivo ( 43 °C) e pH baixo (< 5,9) (CATERINA et al., 
1997; TOMINAGA et al., 1998). A capsaicina, o princípio ativo da pimenta vermelha 
do gênero Capsicum, é um irritante natural, como o olvanil, o eugenol e a 




ativando receptores específicos em terminações nervosas. Diversos trabalhos têm 
mostrado que o TRPV1 também é ativado pela cânfora, alicina, NO, toxinas de 
aranha e mediadores lipídicos como endovanilóides e produtos da LOX (leucotrieno 
B4, LTB4); sensibilizado pelo etanol, nicotina e citocinas pró-inflamatórias e 
modulado por cátions extracelulares (ZYGMUNT et al., 1999; HWANG et al., 2000; 
TREVISANI et al., 2002; LIU et al., 2004; AHERN et al., 2005; MACPHERSON et al., 
2005; XU, BLAIR, CLAPHAM, 2005; MACPHERSON et al., 2006; SIEMENS et al., 
2006; YOSHIDA et al., 2006). A despolarização de nociceptores polimodais C em 
mamíferos, por influxo de íons através de canais vanilóides, causa liberação 
neuronal de SP e outros neuropeptídeos, como o CGRP, a somatostatina e o 
peptídeo intestinal vasoativo (KALIL-GASPAR, 2003). 
O TRPV1 é expresso em mais de 50% em fibras do tipo C dos gânglios da 
raiz dorsal e trigeminal, sendo mais prevalentes em neurônios de diâmetro pequeno 
à médio expressos em fibras peptidérgicas e não peptidérgicas (TOMINAGA et 
al.,1998; GUO et al., 1999). Um aspecto importante do funcionamento do TRPV1 é a 
sua sensibilização por um ou mais estímulos e/ou por compostos endógenos. A 
exposição de células que expressam TRPV1 a um meio ácido sensibiliza o receptor 
à ativação por calor, reduzindo seu limiar. Do mesmo modo, prótons sensibilizam o 
receptor aos efeitos da capsaicina (CALIXTO et al., 2005).  
O TRPV1 também é expresso no SNC de mamíferos, onde em condições 
fisiológicas, dificilmente é ativado por pH baixo ou calor, o que sugere uma 
regulação preferencial por ligantes endógenos, os chamados endovanilóides. Este 
grupo compreende a anandamida, N-araquidonoildopamina e os produtos da 
lipoxigenase (15-HPETE e 12-HPETE) (CALIXTO et al. 2005). Esta habilidade de 




desenvolvimento de novos fármacos para o controle da dor. Esta expectativa é 
baseada em estudos recentes que demonstraram que há um aumento da expressão 
do TRPV1 em tecidos obtidos de pacientes afetados com condições patológicas 
como doenças inflamatórias e carcinoma (TYMPANIDIS et al., 2004, apud CALIXTO 
et al., 2005). 
Além disso, estudos in vitro e in vivo demonstraram que diferentes 
mediadores inflamatórios como BK, glutamato, PGE2 ou NGF são capazes de 
sensibilizar e estimular o TRPV1 indiretamente através da ativação da PLC, com 
conseqüente ativação da pKC ou da PLA2, culminando com a ativação da pKA 
(CESARE et al., 1999; PREMKUMAR; AHERN, 2000; CHUANG et al., 2001; HU, 
BHAVE, GEREAU., 2002; FERREIRA, DA SILVA, CALIXTO., 2004; CHUANG et al 
2001; GATTI et al., 2006; GU, LEE, 2006; SHIM et al., 2007) (Figura 3). O 
mecanismo molecular (ou mecanismos) que envolve a sensibilização e ativação do 
TRPV1, não é totalmente conhecido e provavelmente envolva a ativação de outros 
canais em conjunto com o TRPV1 (DUNN, RANG, 1990; KOLLARIK; UNDEM, 
2004). De fato, Bautista et al (2006), comprovaram que ambos (TRPV1 e TRPA1), 
são necessários no desenvolvimento da hiperalgesia térmica mediada pela BK. 
 
2.4.2  Receptor de potencial transitório anquirina 1 – (TRPA1) 
O receptor TRPA1 (chamado anteriormente de ANKTM1) parece ser 
expresso preferencialmente em neurônios nociceptivos primários (BANDELL et al., 
2004; BAUTISTA et al., 2006), sendo caracterizado por seqüências do tipo anquirina 
repetidas em seu N-terminal (14 NH2) (Figura 1). O receptor TRPA1 não é expresso 
em neurônios altamente mielinizados, mas está presente em neurônios que contêm 




estímulação nociva (STORY et al., 2003). Além de neurônios do gânglio da raiz 
dorsal, o receptor TRPA1 também é expresso em neurônios do gânglio do nervo 
trigêmeo e do gânglio nodoso (NAGATA et al., 2005). Estudos quantitativos 
realizados em camundongos adultos demonstraram que o TRPA1 é expresso em 
56% dos neurônios do gânglio da raiz dorsal, 36% dos neurônios do gânglio do 
nervo trigêmeo e 28% dos neurônios do gânglio nodoso. O receptor TRPA1 não é 
expresso somente nos corpos celulares de neurônios sensoriais, mas também em 
terminações periféricas como aquelas que inervam a bexiga urinária (NAGATA et al., 
2005). Além dos neurônios sensoriais, o RNAm codificador da proteína que compõe 
o TRPA1 é encontrado em neurônios simpáticos do gânglio cervical superior de 
camundongos (SMITH et al., 2004) e em células ciliadas que formam a membrana 
basilar da cóclea (NAGATA et al., 2005). Estudos de eletro-fisiologia e 
imunodetecção mostram que o TRPA1 é seletivamente expresso em uma sub-
população de fibras nociceptivas peptidérgicas do tipo C que expressam o receptor 
TRPV1 (INOUE; BRYANT, 2005). Essa co-expressão do TRPA1 com o TRPV1 
reforça o envolvimento mútuo e/ou sinergia de diferentes mecanismos envolvendo 
os dois receptores (BAUTISTA et al., 2005; STORY et al., 2003). A ativação dos 
canais TRPA1, da mesma forma que o TRPV1, também é capaz de despolarizar os 
nociceptores polimodais C e causar a liberação central e periférica de 
neuropeptídeos (como SP e CGPR), que medeiam a transmissão da informação 
nociceptiva e a inflamação neurogênica respectivamente (CATERINA et al.,1997; 
GEPPETT, HOLZER, 1996). O alil isiotiocianato é o principal agonista do receptor 
TRPA1 utilizado em estudos experimentais, de forma semelhante a capsaicina, que 




inflamação neurogênica (BAUTISTA et al., 2006; JANCSO, JANCSO-GABOR, 
SZOLCSANYI, 1967). 
 
Fonte: Adaptado de Bessac, Jordt, Physiology (Bethesda), 2008. 
 
Figura 1: Estrutura Molecular do Receptor TRPA1 e TRPV1, demonstrando seus sítios regulatórios. 
Representação do TRPA1 (esquerda) demonstrando as regiões transmembranas e loops internos e 
externos. Representação do TRPV1(direita) demonstrando as regiões transmembranas e as alças 
internas e externas. A seqüência das regiões transmembrana é indicada pela codificação de S1 a S6. 
O domínio citoplasmático apresenta a seqüência dos N-terminal anquirina repetidos. A representação 
do receptor TRPA1 mostra os vários resíduos de cisteína e lisina que parecem desempenhar papel 
fundamental para promover a ligação com os agonistas, o que levaria a sua sensibilização e/ou 
ativação. Mostra também o domínio EF-hand relacionado ao mecanismo de ativação dependente de 
Ca
++
. Interações elétricas com o C-terminal do TRPA1 e TRPV1 podem servir como sítios de 
interação para o PIP2 (substrato da PLC), exercendo um efeito inibitório no funcionamento dos canais. 
A modelagem das estruturas dos canais TRPA1 e TRPV1, foi feita após exposição ao Raio-X da 
estrutura do cristal do canal de potássio (Kv1.2), um canal que pertence a mesma super-família de 









Desde que o óleo de mostadarda (alil isiotiocianato) (JORDT et al. 2004) foi 
descoberto como o principal agonista do TRPA1, a identificação de substâncias 
capazes de ativá-lo não para de crescer. Entre elas encontramos várias sustâncias 
picantes como a alicina (MACPHERSON et al., 2005), diversos irritantes químicos, 
farmacológicos, industriais e naturais, (BANDELL et al., 2004; JORDT et al., 2004; 
MCNAMARA et al., 2007), bem como substâncias endógenas (TREVISANI et al., 
2007). Estudos sobre a estrutura funcional do TRPA1 (HINMAN et al., 2006; 
MACPHERSON et al., 2007a) justificam o porque de tamanha diversidade entre os 
agonistas, pois sugerem que o TRPA1 é ativado diretamente através de ligações 
covalentes entre substâncias eletrofílicas e proteínas específicas do canal (cisteína). 
De fato, muitos desses agonistas são quimicamente instáveis e capazes de sofrer 
reações químicas com proteínas, lipídeos, ácidos nucléicos e produtos do 
metabolismo (HINMAN et al., 2006). Devido a esse grande número de possíveis 
ativadores, o TRPA1 emerge como um receptor importante nos processos 
nociceptivos relacionados as condições inflamatórias (BANDELL et al. 2004; DAI et 
al. 2007; MACPHERSON et al. 2007b; MCNAMARA et al. 2007; PETRUS et al. 
2007; ANDRADE et al. 2008; WANG et al. 2008). 
Entre as substâncias endógenas que ativam diretamente o TRPA1, alguns 
destacam-se devido sua importância fisiológica. Por exemplo, o HNE 
(MACPHERSON et al., 2007b; TREVISANI et al., 2007), um aldeído endógeno 
produzido em altas concentrações através da peroxidação dos fosfolipídios de 
membrana em resposta a lesão tecidual e inflamação (Figura 2). O HNE é a mais 
abundante e reativa espécie carbônica, gerada através da peroxidação do ômega 6 
(ácidos de gorduras polinsaturados), tais como o ácido linoléico e ácido aracdônico 




oxidativas, o HNE tem sido considerado em diversos estudos como um mediador 
importante em muitos dos efeitos tóxicos produzidos pelas espécies reativas de 
oxigênio (ROS) in vivo (ESTERBAUER, SCHAUR, ZOLLNER., 1991), que somando-
se a sua característica físico-química de ser altamente difusível, pode contribuir para 
a formação de radicais livres longe do local da lesão inicial (ESTERBAUER, 
SCHAUR, ZOLLNER, 1991; UCHIDA, STADTMAN., 1993). Outro exemplo são as 
PGs das séries A e J, que em virtude de suas características eletrofílicas, podem 
ativar diretamente o TRPA1 (CRUZ-ORENGO et al., 2008; TAYLOR-CLARK et al., 
2008). Essas PGs (PGA2, PGA1 e PGJ2) são metabólitos formados a partir da PGE2, 
PGE1 e PGD2, respectivamente e se conhece muito pouco sobre seu papel nos 
mecanismos nociceptivos. A ação biológica desses metabólitos não é mediada pela 
ativação clássica de um receptor EP acoplado a proteína G, mas sim através de uma 
interação direta com proteínas alvo. Uma característica comum a esses metabólitos 
é que eles possuem um grupo eletrofílico carbonila (carbonyl) α,β- insaturado, capaz 
de realizar reações de adição de Michael (STRAUS, GLASS, 2001), o que levaria 
através desse mecanismo a uma possível ativação do TRPA1 (TAYLOR-CLARK, 
2008). De maneira distinta desses metabólitos de PGs, seus precursores como a 
PGE2 que estão entre os principais mediadores da dor inflamatória e são nosso 
objeto de estudo, não possuem o grupo eletrofílico carbonila (carbonyl) α,β- 
insaturado, e portanto, não são capazes de realizar ativação direta do TRPA1 





Fonte: Bessac, Jordt, Physiology (Bethesda), 2008. 
 
Figura 2: Irritantes químicos que ativam o receptor TRPA1. Uma grande variedade de irritantes são 
capazes de ativar o TRPA1, entre eles destacam-se a acroleina (constituinte da fumaça do tabaco), 
alicina, alil isotiocianato, cinamaldeído (ingrediente da canela -cinnamon), peróxido de hidrogênio e 
radical hidroxil (ROS), hipoclorito, formaldeído,HNE. 
 
Além da ativação direta por substâncias endógenas e exógenas, o TRPA1 
pode ser ativado ou sensibilizado por mediadores inflamatórios (BANDELL et al., 
2004; BAUTISTA et al., 2006; DAI et al., 2007; JORDT et al., 2004; WANG et al., 
2008). Por exemplo, estudos utilizando antagonistas seletivos (PETRUS, et al., 
2007), ou deleção do gene que codifica o receptor TRPA1 (BANDELL et al., 2004; 




induzida pela administração de BK na pata depende do receptor TRPA1 que é 
ativado em resposta a ativação da pKA e da via da PLC pelo receptor B2 de BK. As 
vias da PLC e da AC/AMPc podem ser consideradas as principais vias de 
sinalização celular responsáveis pela sensibilização do nociceptor primário. Portanto, 
é fácil supor que o receptor TRPA1 tem papel importante nos mecanismos 
envolvidos na sensibilização inflamatória. 
Outro elemento importante no mecanismo de ativação do TRPA1 são os 
íons cálcio, que parecem ser essenciais como co-ativadores do TRPA1 
(CAVANAUGH, SIMKIN, KIM, 2008; DOERNER et al., 2007; JORDT et al., 2004; 
NAGATA et al., 2005; WANG et al., 2008; ZURBORG et al., 2007). A remoção do 
Ca++ intra e extracelular reduz drasticamente a potência de ativação do TRPA1 pelo 
óleo de mostarda e diminui a atividade cinética do canal (JORDT et al., 2004; 
ZURBORG et al., 2007). Entretanto, na presença do Ca++ intracelular, mesmo fracas 
ativações do canal podem permitir suficiente influxo de Ca++ através do TRPA1, 
aumentando o nível do Ca++ intracelular a ponto do Ca++ transformar-se no principal 
estímulo de ativação. Esse mecanismo de feedback positivo pode resultar em um 
desacoplamento da atividade do TRPA1 da substância química que gerou o 
estímulo inicial. Receptores TRPA1 na vizinhança do receptor ativado inicialmente 
podem se tornar ativados através de um mecanismo de “spillover” de Ca++, sem que 
tenham sido modificados por um agonista seletivo. Além do Ca++ outros fatores 
parecem se somar ao complexo sistema de ativação e modulação do TRPA1. Por 
exemplo, íons intracelulares polifosfatos (PPPi), foram recentemente identificados 
como um co-fator essencial na ativação do receptor TRPA1 (CAVANAUGH, SIMKIN, 




Portanto, fisiologicamente, o TRPA1 parece ser sensibilizado ou ativado por 
uma somatória simultânea de mediadores inflamatórios e substâncias oxidantes e 
eletrofílicas ao invés de um único agonista. Essa idéia relata o conceito de uma 
“sopa inflamatória’, descrevendo os múltiplos mediadores químicos e biológicos que 
participam da sensibilização e ativação dos nociceptores primários durante a injúria 
tecidual e inflamação (MEYER et al., 1991). É possível que a ativação do TRPA1 
medeie parte importante dos efeitos atribuídos a alguns desses mediadores 
químicos e biológicos, contribuindo para a instalação e manutenção da hiperalgesia 
e alodinia inflamatórias. 
. 
Fonte: Bessac, Jordt, Physiology (Bethesda), 2008. 
 
Figura 3: Sensibilização e ativação do TRPV1 e TRPA1 por diferentes mediadores pertencentes a 
cascata de sinalização inflamatória. Esses dois receptores são sensibilizados ou ativados através de 
diferentes vias de sinalização iniciados a partir ativação da PLC em função de injuria tecidual e 
inflamação. Neste processo podem participam os receptores da histamina, BK, proteases, NGF. O 
Ca
++
 intracelular é crucial para ativação do TRPA1, mobilizado principalmente através das reservas 
intracelulares, permeado através do TRPA1, ou possivelmente através do TRPV1. Fosforilação 
através da pKC e outras quinases também afetam a atividade dos canais TRP na lesão tecidual e 
inflamação. Elevados níveis de Ca
++ 
também disparam a liberação de neuropeptideos pro-





2.5 Mecanismos de sinalização celular envolvidos na sensibilização do 
nociceptor primário. 
 
A função do neurônio primário é modulada por uma ampla variedade de 
mediadores disponibilizados no espaço extracelular. Esses mediadores ativam um 
grande número de receptores de membrana, os quais por sua vez, ativam uma 
variedade de vias de sinalização intracelular em forma de cascata (JULIUS, 
BASBAUM, 2001; LEWIN, 2004; SCHOLZ, WOOLF, 2002). Apesar disso, a 
sensibilização do neurônio primário é resultado de alterações específicas tais como 
a modulação de alguns canais iônicos (HUCHO, LEVINE, 2007). Entender o 
funcionamento desse sofisticado mecanismo é fundamental para a compreensão da 
fisiologia da nocicepção e da hiperalgesia. 
O AMPc foi o primeiro segundo mensageiro a ser relacionado com a 
sensibilização periférica. De fato, injeção intradémica de análogos de AMPc 
(FERREIRA et al., 1990; TAIWO et al., 1989) ou de ativador da AC (forskolin) 
(TAIWO, LEVINE, 1991) induz hiperalgesia. Mediadores inflamatórios, como as PGs, 
induzem hiperalgesia dependente do aumento dos níveis de AMPc (TAIWO, 
LEVINE, 1991). Esse aumento do AMPc pode modular os canais iônicos e canais 
operados por ligantes, deixando os mais responsivos aos estímulos (ENGLAND et 
al., 1996; GOLD et al., 1998). Tanto a indução quanto a manutenção da hiperalgesia 
dependem de que os níveis de AMPc estejam elevados, uma vez que inibidores de 
AC diminuem a hiperalgesia mesmo após instalada (ALEY, LEVINE, 1999; TAIWO, 
LEVINE, 1991). A ativação da pKA é uma conseqüência natural do aumento do 
AMPc,  sendo que seu bloqueio por antagonista farmacológico ou por inibição 
genética de pKA atenua a inflamação e a hiperalgesia (ALEY, LEVINE, 1999). 




também canais de cálcio (KAUPP, SEIFERT, 2002) e Epac-1 (GDP/GTP) (ROOIJ et 
al. 1998). Portanto, essas vias de sinalização também devem ser consideradas a 
partir da ativação do AMPc.  
Existem evidências extensas implicando a pKC nos mecanismos de 
sinalização que levam à nocicepção e hiperalgesia (SOUZA et al., 2002). A 
sensibilização do nociceptor, mensurada pela hiperalgesia térmica e mecânica, pode 
ser induzida pela ativação da pKC (SOUZA et al., 2002), liberação de 
neuropeptídeos dos terminais periféricos (CESARE et al. 1999) e aumento de canais 
de sódio resistentes a tetrodotoxina (TTX-R INA) nas células do glânglio da raiz 
dorsal (GOLD et al., 1996). A pKC é uma família de quinases de serina/treonina que 
estão divididas em 3 grupos: as convencionais (c): isoenzimas ( , I, II e ) que são 
dependentes de Ca++ e DAG; as originais (n): isoenzimas ( , , e ) que são 
independentes de Ca++ mas dependentes de DAG; e as atípicas (a): isoenzimas ( e 
/ ) que são independentes de Ca++ e DAG (VELAZQUEZ, MOHAMMAD, 
SWEITZER, 2007). Entre todas, somente a pKCε  pode ser ativada pelos 
mediadores inflamatórios BK, epinefrina, PGs, TNF-α, receptor ativado por protease 
2 (PAR-2) (AMADESI et al., 2006; CESARE et al., 1999; KHASAR et al.,1999; OLAH 
et al., 2002; PARADA et al., 2003). Uma vez ativada, nas fibras aferentes primárias 
periféricas, a pKC pode fosforilar canais TRPs e canais iônicos sensíveis ao ácido 
(ASICs), entre outros. Nos terminais centrais dessas fibras, localizados na medula 
espinhal, a pKC influencia na liberação de neurotransmissores e nos neurônios pós-
sinápticos do corno dorsal, regula a atividade de receptores de NK-1, 
glutamatérgicos e CGRP (VELAZQUEZ, MOHAMMAD, SWEITZER, 2007). Alguns 
trabalhos recentes têm sugerido que as vias de sinalização no nociceptor primário, 




e dos microdomínios existentes na membrana celular (HUCHO, LEVINE, 2007), o 
que reforça a idéia de que outros aspectos relacionados a fisiologia celular podem 
estar envolvidos na sensibilização do nociceptor primário. 
Os diversos sinais extracelulares são transmitidos através da membrana 
celular para ativar alvos bem definidos no compartimento intracelular, embora ainda 
não esteja claro se esses sinais convergem ou agem de forma independente e 
paralela para promover a ativação de canais como o TRPV1 e o TRPA1 (HUCHO, 
LEVINE, 2007). Parece existir uma concordância na maioria dos estudos sobre a 
participação da pKA, pKC e PLC com relação a ativação e ou sensibilização do 
TRPV1 e a participação de pelo menos a pKA e PLC com relação ao TRPA1. Além 
disso, estudos recentes sugerem a participação das proteínas de ancoragem 
(scaffolding proteins) (COLLEDGE, SCOTT, 1999), tais como a proteína âncora A-
quinase (A kinase anchoring protein – AKAP), que são um grupo de proteínas que 
têm a função comum de ligação com a sub-unidade reguladora da pKA e de 
direcionamento para locais específicos dentro da célula. Assim, a AKAP atuaria 
como um dispositivo de direcionamento que associa elementos de sinalização em 
um andaime (local específico) que são alvos para microdomínios na membrana 
celular. Desta forma, esse direcionamento permitiria que substratos possam ser 
regulados por fosforilação (por pKA) e por desfosforilação (por fosfatases). Assim, a 
AKAP integraria diversas vias de sinalização celular de forma organizada, 
prevenindo que o sinal se disperse, propiciando que o sinal atinja um alvo específico 
e de forma potencializada. Um grande número de canais iônicos são sujeitos a 
modulação pela AKAP, incluindo receptores de glutamato, canais de cálcio, canais 
de potássio tipo M (GAO et al., 1997; COLLEDGE et al.,2000; ALTIER et al., 2002; 




TRPV1 (ZHANG, LI, MCNAUGHTON, 2008; FAN, LEE, MCNAUGHTON, 2009) e o 
TRPA1 (FAN, LEE, MCNAUGHTON, 2009). Embora A proteína de âncora A-quinase 
(AKAP), tenha ganho esse nome por sua habilidade de integrar a pKA com 
substratos específicos, ela também pode da mesma forma integrar outras quinases, 
tais como a pKC (COGHLAN et al., 1995; KLAUCK et al., 1996) e fosfatases com 
seus alvos determinados (SMITH, LANGEBERG, SCOTT, 2006). Assim parece que 
em última análise, a sensibilização do TRPV1 e provavelmente também do TRPA1 
depende da habilidade da pKA (ZHANG, LI, MCNAUGHTON, 2008; FAN, LEE, 
MCNAUGHTON, 2009) e pKC (ZHANG, LI, MCNAUGHTON, 2008) se ligarem a 
AKAP, bem como da habilidade da AKAP se ligar a esses canais (ZHANG, LI, 



















3  PROPOSIÇÃO 
A partir das informações observadas na literatura pertinente e dos 
questionamentos abordados na introdução o primeiro objetivo deste trabalho foi 
testar a hipótese de que o receptor TRPA1 medeia o processo de sensibilização do 
nociceptor primário induzido por PGE2. O segundo objetivo foi estudar o mecanismo 
responsável pela ativação do TRPA1 durante o processo de sensibilização induzido 
pela PGE2. 
 
1. Para investigar a participação do TRPA1 no processo de sensibilização do 
nociceptor primário induzido por PGE2 avaliamos especificamente: 
 Se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, através da 
administração de seu antagonista seletivo, afeta a indução e/ou 
a manutenção da hiperalgesia inflamatória induzida pela PGE2. 
 Se a diminuição da expressão do TRPA1 nos neurônios do 
gânglio da raiz dorsal (L5-L6) induzida pela administração 
intratecal (i.t.) de ODN-antisense para o receptor TRPA1 diminui 
a hiperalgesia inflamatória induzida pela PGE2. 
 Se a administração de PGE2 na pata afeta a expressão do 
TRPA1 nos neurônios do gânglio da raiz dorsal (L5-L6). 
 
2. Para identificar o mecanismo responsável pela ativação do TRPA1 durante 
o processo de sensibilização induzido pela PGE2 avaliamos em que 
estágio dos eventos intracelulares induzida pela PGE2 ocorre a ativação 




 Se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 afeta a 
hiperalgesia inflamatória induzida pelo AMPc. 
 Se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 ou a diminuição 
de sua expressão nos neurônios do gânglio da raiz dorsal afeta 
a hiperalgesia inflamatória induzida pela subunidade catalítica 
da pKA. 
  Se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 ou a 
diminuição de sua expressão nos neurônios do gânglio da raiz 






4  MATERIAS E MÉTODOS  
 
4.1  Animais 
Foram utilizados ratos Wistar pesando entre 180 e 250 g, mantidos em 
gaiolas plásticas (cinco por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com controle 
de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12hs) e de temperatura (+ 230C) com 
alimentação e água ad libitum. Todos os procedimentos experimentais foram 
previamente aprovados pelo Comitê de Ética em pesquisa animal da Universidade 
Federal do Paraná (protocolo 366) e estão de acordo com as diretrizes propostas 
pela Associação Internacional para Estudo da Dor (ZIMMERMANN, 2001). 
 
4.2  Drogas e anticorpos 
Prostaglandina E2 (PGE2, 100ng) (SACHS et al., 2009); antagonista do 
receptor TRPA1 HC 030031 (HC), (dose inicial 300 µg - RO et al., 2009 e dose final 
1200 µg); N6,2′-O-dibutyryladenosine 3′:5′-cyclic monophosphate (db-cAMP, 100 µg) 
(SACHS et al. 2009) foram adquiridos da Sigma – Aldrich (St Louis, MO, USA). 
ψεRACK, pseudo receptor para pKCε ativada (9 µg, SACHS et al., 2009) foi  
adquirido da SynPep Corp (Dublin, CA, USA). A subunidade catalítica da pKA 
(pKAcs, 9 e 24U) (SACHS et al., 2009) foi adquirida da Calbiochem (La Jolla, CA, 
USA). Todas as doses foram dissolvidas em NaCl 0,9%, exceto o HC que foi 
dissolvido puro DMSO (dimetilsulfóxido). 
ODN-antisense (5´- TATCGCTCCACATTGCTAC -3`) e mismatch (5`- 
ATTCGCCTCACATTGTCAC -3`) para o TRPA1 foram manufaturados pela Erviegas 
(São Paulo – SP Brasil); anticorpo para o receptor TRPA1 para Western Blot foi 




4.3  Teste comportamental de hiperalgesia mecânica 
As medidas de hiperalgesia foram realizadas 0, 1, 3, 6 e 24 horas após a injeção 
intraplantar (i.pl.). O limiar nociceptivo mecânico foi avaliado pelo método de Von Frey 
eletrônico e utilizado como medida da hiperalgesia inflamatória (Insight, Ribeirão Preto – SP, 
Brasil) (Figura 4). Para adaptação, os ratos foram colocados numa sala silenciosa em caixas 
de acrílico (12 x 12 x 17 cm) (Figura 4) com assoalho de arame, 15 minutos antes de 
começar a avaliação. Durante o período de adaptação, as patas foram testadas três vezes. O 
teste consistiu em evocar um reflexo de retirada da pata induzida pela força de um transdutor 
adaptado e conectado a uma ponteira a qual possui uma ponta de 0,7 mm2 calibre (filamento 
de Von Frey eletrônico; IITC Life Science, Wood-land Hills, CA). Um espelho inclinado 
posicionado debaixo das caixas de acrílico permitiu uma visualização mais clara da face 
plantar das patas traseiras. O estimulo foi aplicado três vezes na pata, e a resposta do 
animal, para aquele determinado tempo, foi considerada a média destas três aplicações. Na 
ausência da resposta a 60 g, este valor foi anotado como limiar de resposta do animal 
(medida de corte). O animal foi testado antes e depois de cada tratamento, nos tempos pré-
determinados. O resultado foi expresso pela diferença entre o valor basal (média das 
medidas pré- tratamento) e a resposta em cada tempo pós-tratamento (média das medidas 
pós- tratamento para determinado tempo), ou seja, foi obtido um valor “Δ” (delta) calculado 









4.4  Nocicepção  
Três horas antes do teste comportamental de nocicepção, os animais 
receberam injeção intraplantar de PGE2 (100 ng) ou salina (NaCl 0,9%). Antes do 
experimento, cada animal foi colocado na câmara de observação (30x30x30 cm, 
com base e laterais espelhadas e frente de vidro) para um período de ambientação 
de 15 minutos. Ao fim desse período, cada animal recebeu uma injeção intraplantar 
de capsaicina (0,5 µg) e HC 030031 (1200 µg) ou seu veículo dimetilsulfóxido 
(DMSO). As injeções foram realizadas com agulha 30 G conectada a uma seringa de 
microlitro Hamilton por uma cânula de polietileno e o volume total foi de 30µl. O 
comportamento nociceptivo caracterizado pelo rápido levantamento da pata que 
recebeu a injeção (finch da pata) foi quantificado, com auxílio de um contador de 
células, durante 15 minutos divididos em blocos de 5 minutos.O número de flinchs 
de pata durante a duração do teste foi utilizado na análise estatística, como medida 
quantitativa de nocicepção. 
 
4.5  Administração intratecal de ODN-antisense 
A administração Intratecal foi realizada segundo a técnica descrita por Papir-
Kricheli et al. (1987), sob anestesia induzida pela inalação de halotano. Após a 
tricotomia da região lombar, os animais foram posicionados de maneira que a coluna 
vertebral ficasse arqueada, então uma agulha hipodérmica número 26 foi inserida no 
espaço subaracnóide da medula entre a região sacral e da cauda eqüina, perfurando 
a região medial entre L5 e L6 num ângulo de aproximadamente 45º. O volume 
administrado foi 10 µl e a velocidade de administração foi de aproximadamente 
1µl/s. A administração intratecal de mismatch ou ODN-antisense (5 noml por dia) foi 




diminuição significativa (knock down) da expressão desse receptor em células dos 
gânglios da raiz dorsal (KATSURA et al., 2006). 
 
4.6  Western Blot 
A quantificação da expressão do receptor TRPA1 em células do gânglio da 
raiz dorsal (L5 e L6) pela técnica de Western Blot foi utilizada para confirmar a 
diminuição da expressão desse receptor induzida pela administração intratecal de 
antisense e para verificar se a administração de PGE2 na pata aumenta a expressão 
desse receptor. 
Sob anestesia geral os animais foram submetidos à perfusão cardíaca com 
solução NaCl 0,9%. Os gânglios das raízes dorsais L5-L6 foram removidos e 
acondicionados a temperatura de – 70ºC. No dia da análise, o tecido foi 
homogeneizado em 2ml de tampão TAPS contendo sucrose (0,25M), imidazol 
(3mM) e uma combinação de inibidores de proteases (2µg/ml de aprotinina, 2mM de 
fenilmetilsulfonil fluoreto, 50µg/ml de leupeptina), mantido em um banho com gelo, 
utilizando um sonicador (Branson Sonifier, modelo 185; Danbury, CT, USA) operado 
em velocidade máxima por 30 segundos. A quantificação da proteína total nos 
extratos foi realizada através do método do Kit BCA, Pierce. As amostras do extrato 
protéico foram tratadas com tampão Laemmli contendo 100 mM de DTT e aquecidas 
a 650C por 15 min. Em seguida, 25 a 50µg de proteína foram aplicados em gel de 
poliacrilamida 8% em um aparelho para eletroforese da marca Novex ou Biorad. 
Marcadores de proteínas (Novex), incluindo miosina (205Kd), BSA (98 Kd), 
dehidrogenase glutâmica (64 Kd), anidrase carbônica (36 Kd), mioglobina (30 Kd), 
lizosima (16 Kd), apropitina (6kd) e cadeia da insulina (4Kd), foram paralelamente 




proteínas em gel de nitrocelulose foi realizada por eletroeluição a 30V por 75 
minutos. A ligação não específica de proteínas no papel de nitrocelulose foi reduzida 
pela pré-incubação das membranas em um bloqueador contendo leite desnatado a 
5%, por 30 minutos. A membrana foi subseqüentemente incubada a 40C, por uma 
noite, usando anticorpo específico para o receptor TRPA1, (Goat anti-TRPA1 
Polyclonal antibody). Na manhã seguinte os “blots” foram lavados em tampão de 
lavagem (50 mM Na2PO4, 150 mM NaCl e 0,05% de Tween 20) por 60 min e, em 
seguida incubados à temperatura ambiente, por 1h, com anticorpo anti-
imunogobulina, de cabra, conjugado a peroxidase (DAKO, Carpinteria, CA, USA). 
Nova lavagem foi realizada como descrito acima. Para detectar as bandas 
imunorreativas, os “blots” foram expostos à solução de quimioluminescência 
(LumiGlo chemiluninescense substrate, Kirkegard and Perry Gaithersubrg, MD. USA) 
por 1 min, seguido de exposição a um filme de raio X-OMAT AR (Eastman Kodak 
Co, Rochester, NY, USA). Após a revelação do filme os “blots” foram lavados com 
tinta da índia (1µl/100ml) por 2h para visualizar as bandas de proteínas e confirmar a 
equivalência das mesmas. As densidades das bandas e das amostras sobre filme 
foram escaneadas e “salvas” em discos de computador para posterior quantificação 
da densitometria ótica, usando o sistema de imagem NIH Programa 1,57. A 
expressão de alfa-tubulina foi utilizada como controle positivo da expressão do 









4.7  Delineamento experimental 
Todas as drogas foram administradas na pata, exceto o antisense e 
mismatch que foram administrados no espaço subaracnóide na região lombar (L5 - 
L6), e suas doses iniciais foram baseadas em estudos prévios da literatura.  
Para verificar se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 afeta a 
indução da hiperalgesia inflamatória induzida por PGE2, avaliamos a resposta 
hiperalgésica em animais que receberam os seguintes tratamentos:  
Grupos 1 e 2 - Co-administração de PGE2 (100 ng)  ou NaCl 0,9% + DMSO 
(veículo do HC 030031), 25 ml de cada uma, com volume total de 50 ml.  
Grupos 3 e 4 - Co-administração de PGE2 + HC 030031(HC), 300µg ou 1200 
µg,  25 ml de cada uma, com volume total de 50 ml. 
Para verificar se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 afeta a 
manutenção da hiperalgesia inflamatória induzida por PGE2, avaliamos a resposta 
hiperalgésica em animais que receberam os seguintes tratamentos:  
Grupo 5 - PGE2 (100 ng), 2 horas e 55 minutos depois DMSO, 25 ml de cada 
uma, com volume total de 50 ml. 
Grupos 6 - PGE2 (100 ng), 2 horas e 55 minutos + HC (1200 µg), 25 ml de 
cada uma, com volume total de 50 ml.   
Para verificar se a diminuição da expressão do TRPA1 nos neurônios do 
gânglio da raiz dorsal (L5-L6) diminui ou bloqueia a hiperalgesia inflamatória 
induzida por PGE2 avaliamos a resposta hiperalgésica em animais que receberam os 
seguintes tratamentos:  
Grupos 7 e 8 – Administração Intratecal por quatro dias de antisense (10 ml) 
ou mismatch (10 ml) para o TRPA1 e administração intraplantar de PGE2 (100 ng) no 




diminuição da expressão do receptor em células do gânglio da raiz dorsal foi 
confirmada por western blot. 
Para verificar se a administração de PGE2 na pata aumenta a expressão do 
TRPA1 nos neurônios do gânglio da raiz dorsal avaliamos a expressão do receptor 
TRPA1, por western blot, em animais que receberam os seguintes tratamentos: 
Grupo 9 e 10- PGE2 (100 ng) ou NaCl 0,9%.+ DMSO (veículo do HC 
030031), 25 ml de cada uma, com volume total de 50 ml. 
Alguns trabalhos na literatura demonstraram que o TRPA1 pode ser ativado 
por estímulos mecânicos (WALKER et al., 2000; TRACEY et al., 2003; KWAN et al., 
2009). Como utilizamos um teste comportamental onde um estímulo mecânico é 
aplicado nas patas dos ratos para avaliar a hiperalgesia inflamatória, foi necessário 
excluir a possibilidade de que a PGE2 sensibilizasse o TRPA1 apenas ao estímulo 
mecânico. Portanto, utilizamos um estímulo químico para evidenciar a sensibilização 
do TRPA1 mediada pela PGE2, com essa finalidade, injetamos uma baixa dose de 
capsaicina como estímulo químico, uma vez que ela é capaz de ativar diretamente 
fibras nociceptivas C. O comportamento nociceptivo espontâneo foi avaliado por 15 
minutos. 
Para verificar se a PGE2 sensibiliza o TRPA1 a estimulação química 
avaliamos a resposta nociceptiva comportamental espontânea em animais que 
receberam os seguintes tratamentos: 
Grupo 11 e 12 – NaCl 0,9% ou capsaicina (0,5 µg). 
Grupo 13 - PGE2 (100 ng) (3 horas antes) + Capsaicina (0,5 µg). 
Grupo 14 - PGE2 (100 ng) (3 horas antes) + co-administração HC (1200 µg) 
+ Capsaicina (0,5 µg). 




Para verificar se o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 pela 
administração de seu antagonista (HC) ou a diminuição da expressão do receptor 
através da administração de antisense para o TRPA1, afeta o limiar nociceptivo 
mecânico, avaliamos esse limiar em animais que receberam os seguintes 
tratamentos:  
Grupo 16 – NaCl 0,9% + HC (1200 µg), 25 ml de cada uma, com volume 
total de 50 ml. 
Grupo 17 – NaCl 0,9% + Antisense (5ng) (10 ml) (i.t.) 
Para avaliar e comparar o efeito da hiperalgesia inflamatória induzida pela 
PGE2 com os diferentes mediadores exógenos participantes da cascata de eventos 
intracelulares induzida pela PGE2, avaliamos a resposta hiperalgésica em animais 
que receberam os seguintes tratamentos:  
Grupo 18 - db-cAMP (100 µg) + DMSO, 25 ml de cada uma, com volume 
total de 50 ml. 
Grupo 19 – pKAcs (9 e 24U) + DMSO, 25 ml de cada uma, com volume total 
de 50 ml. 
Grupo 20 – pKCε (9 µg) + DMSO, 25 ml de cada uma, com volume total de 
50 ml. 
Para verificar em que estágio da cascata de eventos intracelulares induzida 
pela PGE2 ocorre a ativação do TRPA1, avaliamos a resposta hiperalgésica em 
animais que receberam os seguintes tratamentos: 
Grupos 21 e 22- Co-administração de db-cAMP (100 µg) + HC ou DMSO, 25 
ml de cada uma, com volume total de 50 ml. 
Grupos 23 e 24 - Co-administração da pKAcs (24U) + HC ou DMSO, 25 ml 




Grupos 25 e 26- pKAcs (24U) (25 ml) + antisense (10 ml) ou mismatch (10 
ml) para o TRPA1 
Grupos 27 e 28 - Co-administração de pKCε (9 µg) + HC ou DMSO, 25 ml de 
cada uma, com volume total de 50 ml. 
Grupos 29 e 30- pKCε (9 µg) (25 ml) + antisense (10 ml) ou mismatch (10 
ml) para o TRPA1. 
 
4.8  Análise estatística dos resultados 
Os dados apresentados sob a forma de curva temporal (figuras 5A e 9) foram 
analisados por Two – Way ANOVA (análise de variância), seguido do teste post-hoc de 
Tukey, com o objetivo de avaliar as interações tempo vs. tratamento. Os dados apresentados 
sob a forma de gráficos em barra (figuras 5C a 8 e 10 a 12) foram analisados por One – Way 
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey. O nível de significância foi determinado em 





5  RESULTADOS  
5.1 Participação do TRPA1 no processo de sensibilização do nociceptor 
primário induzido pela PGE2. 
 
5.1.1  O receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia inflamatória induzida pela PGE2. 
O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1 por seu antagonista seletivo 
HC diminuiu significativamente a hiperalgesia induzida pela administração de PGE2 
na pata de ratos (Figura 5A). A co-administração de HC (1200 µg por pata) diminuiu 
significativamente a hiperalgesia três, mas não seis horas após a injeção de PGE2. 
Enquanto a administração de HC duas horas e cinqüenta e cinco minutos depois da 
PGE2 diminuiu significativamente a hiperalgesia três e seis horas após a injeção de 
PGE2, conforme demonstrado pelo símbolo * (Figura 5A, Two Way Repeated 
Measure ANOVA e teste de Tukey, p<0.05). Ao contrário da co-administração de 
1200 µg de HC (12,85 + 1,62 g), a co-administração de 300 µg (30,36 + 2,5 g) não 
reduziu significativamente a hiperalgesia induzida pela PGE2 (36,36 + 0,82 g), 
conforme pode ser observado pela comparação do efeito de cada tratamento três 
horas após as injeções, no pico da resposta hiperalgésica induzida pela PGE2 (One 
Way Anova e teste de Tukey, p<0.05, dados não plotados em gráfico). A 
administração de 1200 µg de HC na pata contralateral àquela que recebeu PGE2 
não afetou a resposta hiperalgésica quando o HC foi administrado no mesmo 
momento (37,46 + 2,48 g) ou duas horas e cinqüenta e cinco minutos depois (36,78 
+ 1,99 g) da PGE2, o que demonstra que seu efeito de bloqueio sobre receptores 
TRPA1 é restrito ao local de administração (One Way Anova e teste de Tukey , 




O tratamento Intratecal com ODN-antisense (5 nmol por dia, durante quatro 
dias) contra o receptor TRPA1 preveniu a hiperalgesia induzida pela PGE2, conforme 
demonstrado pelo símbolo + (Figura 5A, Two Way Repeated Measure ANOVA e 
teste de Tukey, p<0.05) e diminui significativamente a expressão desse receptor em 
células do gânglio da raiz dorsal (L5-L6), conforme demonstrado pelo símbolo * 
(Figura 5B, teste t, p<0.05). O tratamento Intratecal com mismatch (33,20 + 1,03 g, 
5nmol por dia, durante quatro dias) não afetou a hiperalgesia induzida pela PGE2 
(36,36 + 0,82 g), conforme pode ser observado pela comparação do efeito de cada 
tratamento três horas após a injeção de PGE2, no pico da resposta hiperalgésica 



























NaCl 0.9% + Veículo (n =12)
PGE2 100ng +Veículo (n=12)
PGE2 100ng + HC 1200 g co- tratamento (n=6)
PGE2 100ng + HC 1200 g pós- tratamento (n=6)









Figura 5A: Participação do receptor TRPA1 na hiperalgesia induzida pela PGE2. O bloqueio farmacológico do 
receptor TRPA1, pela administração de seu antagonista HC diminuiu significativamente e a diminuição da 
expressão neuronal de TRPA1 através da administração de ODN-antisense bloqueou a hiperalgesia 
inflamatória induzida pela PGE2. O símbolo * indica hiperalgesia significativamente menor que aquela induzida 
pela PGE2. O símbolo + indica hiperalgesia significativamente menor que aquela induzida pelo tratamento dos 
outros grupos.Existe interação estatisticamente significativa entre tempo e tratamento, Two Way repeated 
ANOVA e teste de Tukey (P = <0,001; f=16,102). O antagonista de receptores TRPA1, HC foi co-administrado 
ou administrado duas horas e cinqüenta e cinco minutos depois da PGE2 (pós-tratamento). Nessa e nas 




































































Figura 5B e C: Expressão de TRPA1 
no gânglio da raiz dorsal L5 e 6 em  
animais tratados com mismatch ou 
ODN - antisense contra TRPA1 
(administração Intratecal, 5 nmol por 
dia durante 4 dias). 
B- Representação da densidade 
óptica da imunoreatividade do 
TRPA1. 
C- Análise comparativa da densidade 
óptica (média + EPM, 5 animais por 
grupo, indicados pelo número entre 
parêntesis). O símbolo * indica 
diferença significativa entre os grupos 
(Teste t, p<0,05). Esses dados foram 
coletados na Universidade Estadual 
de Campinas por meio de uma 





5.1.2  O receptor TRPA1 não contribui para o limiar nociceptivo mecânico 
basal. 
 
O bloqueio farmacológico do TRPA1, pela administração de seu antagonista 
HC ou a diminuição de sua expressão em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 6), 
através da administração de ODN-antisense, não afetou o limiar nociceptivo avaliado 






























































ODN - antisense HC030031 
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Figura 6: O receptor TRPA1 não contribui para o limiar nociceptivo basal. O bloqueio farmacológico 
do receptor TRPA1, pela administração de seu antagonista HC (1200µg por pata) ou a diminuição da 
expressão neuronal de TRPA1 através da administração de antisense (administração intratecal, 5 
nmol por dia, durante 4 dias) não afetou o limiar nociceptivo mecânico avaliado após administração 
de NaCl 0,9%, One Way ANOVA e teste de Tukey, p>0,05. Números entre parêntesis correspondem 
ao número de animais em cada grupo. 
 
 
5.1.3  A participação do TRPA1 na sensibilização inflamatória induzida pela 
PGE2 também pode ser demonstrada através de estimulação química. 
Alguns trabalhos demonstraram que o TRPA1 pode ser ativado por 
estímulos mecânicos e, no presente estudo, utilizamos um teste comportamental no 
qual um estímulo mecânico é utilizado para avaliar a hiperalgesia inflamatória. 
Portanto, para excluir a possibilidade de que o TRPA1 mediasse apenas a 
sensibilização inflamatória evidenciada por estimulação mecânica, utilizamos 
também um estímulo químico. Para isso utilizamos capsaicina, uma vez que ela é 
capaz de ativar diretamente fibras nociceptivas C, por ser agonista seletivo de 




afetado pelo bloqueio do receptor TRPA1. A nocicepção induzida pela administração 
de uma baixa dose (0,5 µg) de capsaicina na pata foi significativamente aumentada 
pela administração prévia (3 horas antes) de PGE2. O bloqueio farmacológico do 
receptor TRPA1, através da administração de seu antagonista, reverteu 
completamente a sensibilização induzida pela PGE2, enquanto não afetou a 
nocicepção induzida pela capsaicina por si só (Figura 7, One Way ANOVA e teste de 
Tukey, p<0.05). Esses dados demonstram que a sensibilização induzida pela PGE2, 
















































 Capsaicina (0.5 g)
 
Figura 7: O TRPA1 medeia a sensibilização induzida pela PGE2 evidenciada por estímulo químico. 
A nocicepção induzida pela capsaicina (avaliada durante 15 minutos) foi significativamente 
aumentada pela administração prévia (3 horas antes) de PGE2, como indicado pelo símbolo *. O 
bloqueio farmacológico do TRPA1 reverteu o efeito de sensibilização da PGE2 enquanto não afetou 
a nocicepção induzida pela capsaicina. O símbolo + indica resposta significativamente maior que 
aquela induzida pela administração de NaCl 0,9%. One Way ANOVA e teste de Tukey test, p < 0,05. 






5.1.4  A PGE2 não modula a expressão de TRPA1 em células do gânglio da raiz 
dorsal. 
 
A administração intraplantar de PGE2 não aumentou significativamente a 
expressão do TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 6), relativas ao 
campo receptivo periférico onde a PGE2 foi administrada. A quantificação da 
expressão protéica foi realizada 3 e 24 horas após a administração de PGE2 (Figura 
8, One Way Anova, p = 0.075). 
 
Figura 8: Expressão de TRPA1 no gânglio da raiz dorsal L5 e L6 de animais tratados com PGE2 ou 
veículo. Análise comparativa da densidade óptica (média + EPM, 8 animais por grupo, indicados pelo 
número entre parêntesis) One Way Anova p = 0,075. Esses dados foram coletados na Universidade 

































































































5.2  Mecanismo de ativação do TRPA1 na hiperalgesia inflamatória induzida 
por PGE2  
Para identificar o mecanismo envolvido na participação do receptor TRPA1 
no processo de sensibilização induzido pela PGE2 utilizamos os mediadores que 
atuam nos diferentes estágios dos eventos intracelulares induzida pela PGE2 e 
verificamos o efeito do bloqueio do TRPA1 na resposta hiperalgésica de cada um 
deles. Inicialmente, comparamos a resposta hiperalgésica induzida pela PGE2 com 
aquela induzida pelo AMPc, pela pKAcs e pelo ativador da pKCε. O pico da 
hiperalgesia induzida por cada um desses mediadores exógenos ocorreu três horas 
após a injeção, e nesse tempo foi semelhante àquela induzida pela PGE2 (Figura 9, 
Two Way Repeated Measure ANOVA e teste de Tukey, p<0.05). Portanto, a 
habilidade do antagonista de receptores TRPA1 ou do antisense contra TRPA1 em 
bloquear a hiperalgesia induzida por cada um desses mediadores foi avaliada três 
horas após a injeção. As doses de AMPc e pKCε utilizadas estão baseadas em 
dados da literatura (SACHS et al., 2009), a dose de pKA previamente descrita na 
literatura (9U:  21,29 + 0,85 g, SACHS et al., 2009) foi aumentada (24U: 34,86 +1,76 
g) com o objetivo de obter  resposta hiperalgésica semelhante aquela induzida pela  
PGE2 (36,36 + 0,82 g),  conforme pode ser observado pela comparação do efeito de 
cada tratamento três horas após as injeções (One Way Anova e teste de Tukey , 










40 NaCl 0.9%  (n=12)
PGE2 100ng (n=12)
db- cAMP 100 g (n=7)
PKAcs 24U (n=6)



























Figura 9: Comparação do efeito hiperalgésico induzido pela PGE2 e seus mediadores.  O AMPc, a 
subunidade catalítica da pKA e o ativador da pKCε induzem hiperalgesia semelhante aquela induzida 
pela PGE2 e com pico três horas após a injeção. O símbolo * indica resposta menor que aquela da 
PGE2 e o símbolo + indica resposta menor que aquela dos outros grupos. Existe interação 
estatisticamente significativa entre tempo e tratamento, Two Way repeated ANOVA e teste de Tukey 














5.2.1  O receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia induzida pelo AMPc 
O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, através da administração local 
de seu antagonista HC (1200 µg) diminuiu significativamente a hiperalgesia induzida 


































Figura 10: Papel do receptor TRPA1 na hiperalgesia induzida pelo AMPc. O bloqueio farmacológico 
do receptor TRPA1, pela administração de seu antagonista HC diminuiu significativamente a 
hiperalgesia inflamatória induzida pelo AMPc, conforme indicado pelo símbolo *. O símbolo + indica 
resposta maior que aquela induzida pela administração de NaCl 0,9%, Teste de Tukey, p < 0,05. 
Medidas realizadas no tempo de 3 horas. Números entre parêntesis indicam o número de animais 








5.2.2 O receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia induzida pela subunidade 
catalítica da pKA. 
O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, através da administração local 
de seu antagonista ou a diminuição da expressão de TRPA1 nas células do gânglio 
da raiz dorsal, através da administração de antisense, diminuiu significativamente a 
hiperalgesia induzida pela pKA, conforme demonstrado pelo símbolo * (Figura 11, 
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Figura 11: Papel do receptor TRPA1 na hiperalgesia induzida pela pKAcs. O bloqueio farmacológico 
do receptor TRPA1, pela administração de seu antagonista HC, ou a diminuição da expressão 
neuronal de TRPA1 através da administração de ODN-antisense diminuiu significativamente a 
hiperalgesia inflamatória induzida pela pKAcs, conforme indicado pelo símbolo *. O símbolo + indica 






5.2.3  O receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia induzida pela isoforma épsilon 
da pKC. 
O bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, através da administração local 
de seu antagonista ou a diminuição da expressão do TRPA1 nas células do gânglio 
da raiz dorsal, através da administração de ODN-antisense diminuiu 
significativamente a hiperalgesia induzida pela pKCε, conforme demonstrado pelo 
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Figura 12: Papel do receptor TRPA1 na hiperalgesia induzida pela pKCε. O bloqueio farmacológico 
do receptor TRPA1, pela administração de seu antagonista HC, ou a diminuição da expressão 
neuronal de TRPA1 através da administração de antisense diminuiu significativamente a hiperalgesia 
inflamatória induzida pela pKCε, conforme indicado pelo símbolo *. O símbolo + indica resposta 






6  DISCUSSÃO 
Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a ativação do receptor 
TRPA1 em neurônios nociceptivos primários é essencial para a sensibilização 
inflamatória induzida pela PGE2. Essa idéia é suportada pelos dados experimentais 
que demonstram que a hiperalgesia inflamatória induzida pela PGE2 não se 
desenvolve quando a expressão do receptor TRPA1 em células do gânglio da raiz 
dorsal é significativamente diminuída pela administração intratecal de ODN-
antisense contra TRPA1. O TRPA1 também medeia a hiperalgesia induzida pela 
administração intraplantar de AMPc, pKA e pKCε, que são os mediadores 
intracelulares responsáveis pelos efeitos sensibilizantes da PGE2. Como o aumento 
do AMPc precede a ativação da pKA, que posteriormente se traduz na ativação da 
pKCε (SACHS et al., 2009), não se sabe se cada um desses mediadores ativa o 
TRPA1 paralelamente ou se a ativação do TRPA1 é mediada exclusivamente pela 
isoforma épsilon da pKC.  
As PGs podem ser consideradas os principais mediadores da dor inflamatória, 
tanto que o bloqueio de sua síntese enzimática é até hoje a primeira opção para o 
tratamento e controle da maioria das condições dolorosas. O fato do bloqueio da 
função de um único receptor neuronal impedir o desenvolvimento da sensibilização 
inflamatória induzida pela PGE2, como demonstrado pela primeira vez nesse estudo, 
é de grande relevância científica e possivelmente terapêutica, uma vez que abre a 
possibilidade para o desenvolvimento de fármacos que controlem a dor inflamatória 
ao bloquear o receptor TRPA1 e assim inibir a sensibilização inflamatória induzida 
pelas PGs. Evidentemente, há um longo caminho a ser percorrido e muitos estudos 
ainda são necessários para avaliar o potencial terapêutico de fármacos que 




desses fármacos sobre os tradicionais AINEs são evidentes. Primeiramente por que 
seu uso não estaria associado aos efeitos colaterais gastrointestinais, uma vez que a 
síntese de PGs protetoras da mucosa gástrica estaria preservada. Segundo, por que 
a possibilidade de qualquer efeito colateral de um fármaco que atue sobre o receptor 
TRPA1 é muito reduzida, uma vez que ele é expresso predominantemente em 
neurônios nociceptivos primários (STORY et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005; 
NAGATA et al., 2005). Por fim, o mecanismo de ação de um fármaco que bloqueie o 
receptor TRPA1 não se restringiria a inibição da ação algésica de mediadores 
formados pela ciclooxigenase. Isso é clinicamente relevante por que o TRPA1 pode 
ser ativado por múltiplos mecanismos associados a inflamação, por exemplo, já foi 
demonstrado que a hiperalgesia induzida pela BK depende da ativação do receptor 
TRPA1 em resposta a ativação do receptor B2 de BK (BANDELL et al. 2004; 
BAUTISTA et al. 2006; PETRUS, et al., 2007; WANG et al. 2008). Além disso, sabe-
se que metabólitos eletrofílicos de PGs e agentes oxidantes como o HNE, peróxido 
de hidrogênio e hipoclorito, todos produzidos em quantidades consideráveis durante 
o processo inflamatório, induzem nocicepção ao ativar diretamente o TRPA1 devido 
a modificações covalentes induzidas pela reação com resíduos de cisteína 
(MACPHERSON et al. 2007a; TREVISANI et al. 2007; CRUZ-ORENGO et al. 2008; 
TAYLOR-CLARK et al. 2008). Juntas, essas evidências sugerem que o TRPA1 é um 
excelente alvo em potencial para o desenvolvimento de fármacos para o tratamento 
e controle da dor inflamatória.  
Embora a participação do TRPA1 nos mecanismos nociceptivos inflamatórios 
tenha sido amplamente demonstrada (BANDELL et al., 2004; JORDT, et al., 2004; 
OBATA et al. 2005; HINMAM et al., 2006; BAUTISTA et al., 2006; KWAN et al. 2006; 




et al., 2007; TAYLOR-CLARK et al., 2007; PETRUS et al. 2007; EID et al. 2008; 
DUNHAM et al. 2008; MATERAZZI et al., 2008; WANG et al., 2008; CRUZ-ORENGO 
et al. 2008; SCHIMIDT, et al., 2009; DA COSTA et al. 2010), esse estudo amplia 
significativamente o entendimento sobre a função desse receptor na dor inflamatória, 
pois demonstra que a função desse canal de cátions neuronal é necessária para a 
manutenção do estado de sensibilização comum a todas as dores inflamatórias. Os 
dados que suportam essa idéia foram obtidos através do bloqueio farmacológico do 
receptor TRPA1 em dois momentos diferentes do curso da hiperalgesia induzida 
pela PGE2. A co-administração do antagonista seletivo de receptores TRPA1 (HC) 
com PGE2 diminuiu a hiperalgesia três, mas não seis horas após a injeção de PGE2. 
Esse dado, aliado ao fato de que estudos anteriores demonstram que a duração do 
efeito do HC não é superior a seis horas (DA COSTA et al. 2010), indica que o HC 
diminui a hiperalgesia induzida pela PGE2 enquanto seu efeito de bloqueio sobre os 
receptores TRPA1 estiver presente. Essa idéia é suportada pelo efeito do HC 
quando administrado duas horas e cinqüenta e cinco minutos depois da PGE2, pois 
mesmo sendo administrado apenas cinco minutos antes da mensuração da 
resposta, o HC diminuiu significativamente a hiperalgesia. Talvez esse seja o dado 
mais surpreendente de nosso estudo, pois demonstra claramente que a função do 
receptor TRPA1 é necessária para a sensibilização inflamatória induzida por PGE2. 
Esse dado sugere que as mudanças bioquímicas que ocorrem no neurônio 
nociceptivo primário, durante o processo de sensibilização in vivo, mantém o 
receptor TRPA1 em constante estado funcional. Isso não é suficiente para ativar a 
fibra nociceptiva, pois não há nocicepção espontânea, mas parece ser essencial 
para a leve despolarização da fibra nociceptiva que caracteriza o processo de 




Portanto, ao bloquearmos o TRPA1, mesmo depois de instalada a hiperalgesia, 
interferimos de forma bastante significativa com todo o processo de sensibilização. 
Esse papel essencial do TRPA1 na manutenção do estado de hiperalgesia 
inflamatória explica por que ao se induzir a diminuição da expressão do TRPA1 nos 
neurônios do gânglio da raiz dorsal, pela administração de antisense, a hiperalgesia 
não se desenvolve. 
Já foi demonstrado que as PGs das séries A e J (PGA2, PGA1 e PGJ2), que 
são metabólitos formados a partir da PGE2, PGE1 e PGD2, respectivamente, ativam 
diretamente o TRPA1 por ligações covalentes inespecíficas (CRUZ-ORENGO et al. 
2008; TAYLOR-CLARK et al. 2008). A ação biológica desses metabólitos eletrofílicos 
de PGs não é mediada pela ativação clássica de um receptor EP acoplado a 
proteína G, mas sim através de interação direta com proteínas alvo. Por possuírem 
um grupo eletrofílico carbonila (carbonyl) α,β- insaturado, capaz de realizar reações 
de adição de Michael (STRAUS, 2001), ativam o TRPA1, mas não o TRPV1 e o 
TRPM8  (CRUZ-ORENGO et al. 2008; TAYLOR-CLARK et al. 2008). Conhece-se 
muito pouco sobre o papel desses metabólitos nos mecanismos nociceptivos, são 
produzidos em quantidades muito pequenas in vivo, tendo sido descritos 
previamente na literatura principalmente relacionados a uma ação antiinflamatória 
(SCHER; PILLINGER, 2005). Ao contrário, a PGE2, cuja concentração é elevada nos 
processos inflamatórios (DAVIES et al., 1984; WOOLF; COSTIGAN,1999), é a 
principal responsável pelos efeitos hiperalgésicos atribuídos as PGs in vivo 
(FERREIRA; NAKAMURA, 1979). A ação de sensibilização da PGE2 no neurônio 
primário depende da ativação de seus receptores EP (NARUMIYA, SUGIMOTO, 
USHIKUBI, 1991; NARUMIYA, FITZGERALD, 2001; BREYER et al., 2001) e 




disso, a PGE2 não possui o grupo eletrofílico capaz de realizar ativação direta do 
TRPA1 (TAYLOR-CLARK et al., 2008), o que evidencia que o mecanismo pelo qual 
a PGE2 ativa o TRPA1 para induzir hiperalgesia não é mediado por sua interação 
direta com o receptor TRPA1. 
Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a demonstrar que a PGE2 ativa 
o TRPA1 in vivo e que isso é essencial para sua ação de sensibilização inflamatória. 
No entanto, um estudo recente, que utilizou uma dose de PGE2 capaz de induzir 
nocicepção, demonstrou que a resposta nociceptiva induzida pela PGE2 não era 
alterada pela deleção do gene do TRPA1 em camundongos (MATERAZZI et al., 
2008). A aparente divergência entre esses e os nossos resultados, pode ser 
facilmente explicada pela diferença nos mecanismos estudados e na metodologia 
utilizada. Em primeiro lugar, nós avaliamos a hiperalgesia inflamatória induzida pela 
PGE2, enquanto Materazzi et al. (2008) avaliaram a nocicepção. Os mecanismos 
que medeiam a hiperlagesia e a nocicepção induzidas por um mesmo mediador são 
diferentes (OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, a quantidade de PGE2 liberada 
endogenamente, no sítio da inflamação, induz sensibilização (experimentalmente 
avaliada in vivo pela hiperalgesia) e não ativação (experimentalmente avaliada pela 
nocicepção espontânea) dos neurônios nociceptivos. Portanto, a utilização de uma 
dose nociceptiva de PGE2 não é adequada para estudar os efeitos endógenos por 
ela mediados. Em segundo lugar, um estudo recente apontou que a metodologia de 
deleção do gene do TRPA1 pode não ser adequada para estudar sua participação 
nos mecanismos nociceptivos. Enquanto o bloqueio farmacológico do TRPA1 em 
animais selvagens reduz drasticamente a hiperalgesia induzida por CFA, animais 
deficientes para o TRPA1 a desenvolvem normalmente, o que evidencia o 




TRPA1 (PETRUS et al., 2007). Além desses dados in vivo, dados in vitro obtidos a 
partir da quantificação de correntes iônicas em células de expressão heteróloga, ou 
neurônios primários, falharam em demonstrar a ativação do TRPA1 pela PGE2 
(TAYLOR-CLARK et al., 2008; MATERAZZI et al., 2008). Esses resultados negativos 
possivelmente se devem a dificuldade metodológica de se observar correntes 
iônicas induzidas pela PGE2. Apesar dessa dificuldade, conseguimos demonstrar 
(dados não mostrados, em fase de análise), por imunofluorescência, que a PGE2 
induz influxo de Ca++ em células do gânglio da raiz dorsal mantidas em cultura e 
dados preliminares deste estudo sugerem a participação do TRPA1 nesse influxo. 
Embora a ativação do TRPA1 por diversos compostos químicos e mediadores 
inflamatórios seja inquestionável, sua participação na transdução de estímulos 
mecânicos permanece duvidosa, devido a uma série de resultados contraditórios. 
Está bem estabelecido que, apesar de expresso em células ciliadas do ouvido, o 
TRPA1 não contribui para a transdução do estímulo mecânico responsável pela 
audição (BAUTISTA et al. 2006; KWAN et al. 2006; PROBER et al. 2008). No 
entanto, sua participação na transdução do estímulo mecânico em células do gânglio 
da raiz dorsal é questionável, com diversos resultados apontando a favor (KWAN et 
al. 2006, 2009; BRIERLEY et al. 2009; KERSTEIN et al. 2009; VILCEANU; STUCKY, 
2010) e contra (BAUTISTA et al. 2006; BHATTACHARYA et al. 2008; KWAN et al. 
2009; RUGIERO; WOOD, 2009) a participação do TRPA1 nesse processo. Nossos 
dados demonstram claramente que o bloqueio farmacológico do receptor TRPA1, 
pela administração de seu antagonista ou a diminuição da expressão neuronal de 
TRPA1 através da administração de antisense não afeta o limiar nociceptivo 
mecânico avaliado após administração de NaCl 0,9% (Figura 6). Esse dado sugere 




condições normais, na ausência de lesão tecidual e reação inflamatória, o TRPA1 
não é ativado por estímulos mecânicos. No entanto, ainda era necessário excluir a 
possibilidade de que a PGE2 sensibilizasse o TRPA1 somente à estimulação 
mecânica. Portanto, para excluir o efeito inibitório do antagonista de receptor TRPA1 
sobre o estímulo mecânico, utilizamos também um estímulo químico (capsaicina) 
para evidenciar a sensibilização do TRPA1 mediada pela PGE2. O antagonista de 
receptor TRPA1 bloqueou a sensibilização induzida pela PGE2 e experimentalmente 
avaliada pelo aumento da resposta nociceptiva induzida pela capsaicina, sem afetar 
essa resposta por si só. Esses dados demonstram que a sensibilização induzida 
pela PGE2, e nesse caso, avaliada através de um estímulo químico, é dependente 
do receptor TRPA1. Portanto, nos permitem concluir que independentemente da 
participação do receptor TRPA1 na transdução do estímulo mecânico, este receptor 
definitivamente está envolvido na sensibilização inflamatória dos neurônios 
nociceptivos primários. 
Vários estudos demonstraram que a expressão do TRPA1 em neurônios 
nociceptivos é modulada durante o processo inflamatório (OBATA et al., 2005; 
DIOGENES et al., 2007; FREDERICK et al., 2007; DUNHAM et al., 2008; DA 
COSTA et al., 2009). No entanto, nossos dados, obtidos pela técnica de Western 
Blot, sugerem que a PGE2 não afeta a expressão do receptor TRPA1 (Figura 8) em 
células do gânglio da raiz dorsal (L 5 e 6). Esse dado contrasta com alguns estudos 
que demonstram que a expressão do TRPA1 aumenta após a neuropatia (OBATA et 
al., 2005; FREDERICK et al., 2007) e a inflamação induzida por NGF ou CFA 
(OBATA et al., 2005; DUNHAM et al., 2008; DA COSTA et al., 2009; DIOGENES et 
al., 2007). Essa aparente discrepância pode ser melhor compreendida se 




Primeiramente, é importante salientar que o NGF está classicamente associado ao 
controle da expressão de vários genes associados a inflamação e a nocicepção 
(BOWLES et al., 2004; PRICE et al., 2005; SKOFF; ADLER, 2006). Portanto, não é 
surpresa que o gene do TRPA1 esteja entre os genes por ele controlados. Com 
relação ao CFA, é importante considerarmos que ele está amplamente associado a 
ativação de diversas vias de sinalização classicamente envolvidas nos mecanismos 
nociceptivos inflamatórios (BOWLES et al., 2004; PRICE et al., 2005; SKOFF; 
ADLER, 2006; DIOGENES et al., 2007), entre elas, o aumento nos níveis de NGF 
(SEBERT, SHOOTER, 1993; WHEELER et al., 1998; SULLINS et al., 2000). 
Portanto, ao contrário da PGE2 que atua sobre receptores específicos, levando a 
ativação de vias bioquímicas determinadas, o CFA induz a ampla ativação de 
diversos mecanismos inflamatórios, o que poderia explicar por que ele, mas não a 
PGE2 aumenta a expressão do TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal. Por fim, 
em ambos os modelos de neuropatia e de inflamação induzida por CFA as 
alterações bioquímicas observadas nos neurônios nociceptivos primários se dão a 
médio e longo prazo. De fato, a alteração na expressão do TRPA1 nesses estudos 
foi observada entre 48 horas até 7 dias após o estímulo (DA COSTA et al., 2009, 
OBATA et al., 2005; DUNHAM et al., 2008, DIOGENES et al., 2007; FREDERICK et 
al., 2007). Ao contrário, o pico da sensibilização induzida pela PGE2 ocorre três 
horas após sua administração. Embora esse período de tempo seja, comumente, 
suficiente para que se observe alteração na síntese protéica, é possível que a PGE2, 
dentro desse curto espaço de tempo, altere a expressão de receptores TRPA1 
funcionais, sem alterar sua expressão gênica. Isso é possível por que o receptor 
TRPA1 é um receptor integral de membrana, ou seja, uma vez sintetizado ele é 




2009). Portanto, assim como muitos receptores e canais iônicos, o TRPA1 cicla 
entre a membrana plasmática e o meio intracelular, e o balanço entre a inserção e a 
reentrada determina tanto a quantidade exposta na membrana, quanto a sua 
atividade funcional (MALENKA, 2003; SHEPHERD; HUGANIR, 2007; AMBUDKAR, 
2007). Entre os estímulos capazes de induzir rápida translocação do TRPA1 para a 
membrana celular estão a ativação da PLC, da pKA e do próprio TRPA1 (SCHMIDT 
et al. 2009). Portanto, ao invés de aumentar a transcrição gênica do TRPA1, a PGE2, 
através da ativação da via da pKA (PARADA et al., 2005), da PLC (MORIYAMA et 
al., 2005) e/ou do próprio TRPA1 poderia aumentar a translocação desse receptor 
da vesícula citoplasmática para a membrana celular, aumentando desta forma a 
quantidade de receptores funcionais, sem induzir necessariamente a síntese de 
novos receptores. Infelizmente a técnica de Western Blot não permite comprovar se 
esse é realmente o caso, pois nessa técnica se faz uma leitura da quantidade total 
de TRPA1 na célula, sem mensurar a movimentação funcional do TRPA1 entre o 
citoplasma e a membrana celular. 
De acordo com a idéia de que o TRPA1 tem papel fundamental na 
sensibilização neuronal que resulta em hiperalgesia, já foi demonstrado que o 
TRPA1 medeia a hiperalgesia neuropática (OBATA et al. 2005; KWAN et al. 2006; 
FREDERICK et al., 2007; EID et al. 2008), diabética (KOIVISTO, 2011) e 
inflamatória, induzida por BK (BANDELL et al. 2004; BAUTISTA et al. 2006; 
PETRUS, et al., 2007; WANG et al. 2008), CFA (DA COSTA et al. 2010; OBATA et 
al. 2005; PETRUS et al. 2007; DUNHAM et al. 2008; EID et al. 2008), NGF 
(DIOGENES et al., 2007) e TNF-α (FERNANDES et al., 2011). Além disso, dados 
preliminares obtidos em nosso laboratório indicam que o TRPA1 também é essencial 




hiperalgesia ao ativar duas vias independentes, que resultam, em última instância, 
na liberação de aminas simpatomiméticas e na formação de PGs (FERREIRA, 
LORENZETTI, POOLE, 1993), esse dado, não só suporta a participação do TRPA1 
na hiperalgesia induzida pela PGE2, mas também sugere que o TRPA1 possa 
mediar a hiperalgesia induzida pelas aminas simpatomiméticas. Esta hipótese será 
objeto de estudos futuros. De fato, o número de substâncias algogênicas capazes de 
ativar o receptor TRPA1 é tão grande (íons cálcio, substâncias reativas endógenas, 
mediadores inflamatórios) que é difícil imaginar um modelo de dor inflamatória e, 
portanto, uma condição dolorosa, que não responda adequadamente ao bloqueio 
desse receptor.   
Múltiplas vias de sinalização convergem para regular a função do TRPA1, que 
pode ser ativado em resposta às alterações bioquímicas que se seguem a ativação 
de receptores de diversos mediadores inflamatórios (BANDELL et al., 2004; JORDT 
et al., 2004; DAI et al., 2007). A sensibilização do nociceptor primário induzida pela 
PGE2 é dependente da ativação dos receptores de prostaglandina que podem ativar 
diferentes proteínas G, induzindo a ativação de diferentes vias de sinalização 
(NARUMIYA et al., 1999; BREYER et al., 2001; NARUMIYA, FITZGERALD, 2001). 
Entre elas a via da AC/AMPc - que classicamente induz a ativação da pkA e como 
recentemente demonstrado, também da pkCe (SACHS et al., 2009)-  é a que tem 
sido mais diretamente associada ao processo de sensibilização inflamatória. 
Portanto, para avaliar quais mecanismos bioquímicos iniciados pela PGE2 são 
responsáveis pela ativação do TRPA1, utilizamos os mediadores que atuam nos 
diferentes estágios da cascata de eventos intracelulares induzida pela PGE2 (AMPc, 
pKA e pKCε) e verificamos o efeito do bloqueio do receptor TRPA1 na resposta 




esses mediadores ocorreu três horas após a injeção, e nesse tempo, foi semelhante 
àquela induzida pela PGE2, o que está de acordo com dados previamente 
publicados (FERREIRA, NAKAMURA, 1979; TAIWO, LEVINE, 1991; ALEY, LEVINE, 
1999; CESARE et al.,1999; CUNHA et al., 1999; SOUZA et al.,2002; CUNHA et al., 
2004; KASSUYA et al., 2007; SACHS et al.,2009). Portanto, a habilidade do 
antagonista e/ou do ODN-antisense contra TRPA1 em reduzir a hiperalgesia 
induzida por cada mediador foi avaliada três horas após sua injeção. Nossos dados 
demonstram que o receptor TRPA1 medeia a hiperalgesia induzida pelo AMPc, pela 
pKA ou pela pKCε . Os dados com ODN-antisense demonstram especificamente que 
a diminuição da expressão do receptor TRPA1 em neurônios do gânglio da raiz 
dorsal diminui a hiperalgesia induzida pela pKA e pela pKCε. Ao contrário do que 
ocorre com a PGE2, o ODN-antisense contra TRPA1 não preveniu, apenas reduziu 
significativamente, a hiperalgesia induzida pela pKA ou pKCε. O efeito do 
antagonista de receptores TRPA1 sobre a hiperalgesia induzida pelo AMPc, pKA ou 
pKCε também foi proporcionalmente menor que aquele observado na hiperalgesia 
induzida pela PGE2. Essa diferença pode ser facilmente explicada pelo fato de que a 
administração de PGE2, ao ativar especificamente seus receptores acoplados a 
proteína G, induz a formação ou ativação endógena desses mediadores (AMPc, pKA 
ou pKCε). Ao contrário, quando cada mediador é administrado a amplitude da 
resposta bioquímica intracelular pode ser totalmente diferente, não só por que a 
quantidade administrada possivelmente difere daquela produzida endogenamente, 
mas também por que cada um desses mediadores (AMPc, pKA ou pKCε) exerce 
funções muito versáteis, mediando a resposta e a ativação de vários receptores 
além dos EPs. Portanto, embora a administração de AMPc, pKA ou pKCε seja uma 




em especificidade quando comparada a resposta induzida por sua formação ou 
ativação endógena. Isso explica por que o TRPA1 é essencial a hiperalgesia 
induzida pela PGE2 (que depende da produção/ativação endógena de AMPc, pKA 
ou pKCε) enquanto contribui de forma menos significativa para a hiperalgesia 
induzida por doses farmacológicas de AMPc, pKA ou pKCε. 
Como o aumento do AMPc leva a ativação da pKA, que posteriormente ativa 
a pKCε (SACHS et al., 2009), não é possível determinar, com base nos presentes 
dados experimentais, se cada um desses mediadores ativa o TRPA1 paralelamente 
ou se a ativação do TRPA1 é mediada exclusivamente pela pKCε. O AMPc é um 
segundo mensageiro extremamente versátil, entre as diversas alterações 
bioquímicas intracelulares por ele iniciadas podemos citar a abertura de canais de 
cálcio (KAUPP; SEIFERT, 2002). Como já foi demonstrado que o aumento nos 
níveis de Ca++ intracelular pode ativar o TRPA1, é possível que o aumento nos 
níveis de AMPc, por si só, contribua para a ativação do TRPA1, essencial para a 
sensibilização inflamatória induzida pela PGE2. No entanto, uma das mais 
proeminentes conseqüências do aumento nos níveis de AMPc é a ativação da pkA e 
já foi demonstrado que a pkA sensibiliza o TRPA1 in vivo e in vitro, em experimentos 
realizados em células com expressão heteróloga e com cultura de neurônios (WANG 
et al., 2008; SCHMIDT et al., 2009). Portanto, mesmo que o AMPc seja capaz de 
ativar o TRPA1 através de um mecanismo independente de pkA, provavelmente a 
função dessa proteína quinase contribui de forma importante para a ativação do 
TRPA1, essencial para a sensibilização inflamatória induzida pela PGE2. No entanto, 
recentemente foi demonstrado que a pkA ativa a pKCε e que a função da segunda 
predomina sobre a função da primeira em uma fase mais tardia da hiperalgesia 




diretamente o TRPA1, nossos dados demonstram que a pKCε também o faz. De 
fato, inúmeros mecanismos bioquímicos iniciados em resposta a inflamação, além 
da pkA e pKCε, são capazes de ativar ou sensibilizar o TRPA1, por exemplo, íons 
cálcio (JORDT et al., 2004; DOERNER et al., 2007, ZURBORG et al., 2007) , DAG 
(BANDELL et al., 2004), hidrólise do PIP2 (DAI et al., 2007; WANG et al., 2008), p38 
MAPK (OBATA et al., 2005), NO (MIYAMOTO et al. 2009; KOIVISTO, 2011). 
Portanto, é possível que in vivo  esses múltiplos mecanismos contribuam de forma 
paralela e sinérgica para a ativação do TRPA1, nesse caso talvez o próprio AMPc e 
provavelmente a pkA juntamente com a pKCε medeiem a ativação do TRPA1 
essencial para a sensibilização inflamatória induzida pela PGE2. De fato, dois 
estudos recentes demonstram que a sensibilização do TRPA1 é mais eficiente na 
presença concomitante da pkA e da PLC (WANG et al., 2008; SCHMIDT et al., 
2009), que também é capaz de ativar a pkC. Sendo assim, é lógico supor que, in 
vivo durante um processo inflamatório, a PGE2 ative a pKA e a pKCε que convergem 
para ativar o TRPA1 de forma sinérgica. 
Até o presente momento, não há dados na literatura que expliquem o 
mecanismo pelo qual a pKA e a pKCe ativam o TRPA1. Já foi demonstrado, por 
exemplo, que o TRPV1 é sensibilizado e/ou ativado ao sofrer fosforilação por essas 
quinanes (BHAVE et al., 2003; MORIYAMA et al., 2005; FAN, LEE, MCNAUGHTON, 
2009). No entanto, até onde sabemos esse mecanismo de fosforilação não foi 
comprovado para o TRPA1 e ainda não foi identificado na estrutura molecular desse 
receptor um sítio intracelular onde essas quinases poderiam fosforilá-lo. 
Independente de uma possível ativação mediada pela fosforilação direta do TRPA1 




receptores TRPA1 para a membrana celular, aumentado dessa forma a quantidade 























7  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O presente trabalho demonstrou os seguintes achados: (1) O TRPA1 medeia 
a hiperalgesia inflamatória induzida pela administração de PGE2; (2) A resposta 
basal não foi alterada pela administração do antagonista e antisense do TRPA1; (3) 
A administração intraplantar de PGE2 não aumentou significativamente a expressão 
do TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 6) ; (4) O bloqueio 
farmacológico do receptor TRPA1 por seu antagonista seletivo (HC), diminui 
significativamente a hiperalgesia induzida pela administração de PGE2, AMPc, pKA e 
pKCε; (5) A administração de ODN-antisense para o receptor TRPA1, bloqueou a 
hiperalgesia induzida pela PGE2, diminui significativamente a hiperalgesia inflamatória 
induzida por pKA e pKCε e diminui significativamente a expressão do receptor 
TRPA1 em células do gânglio da raiz dorsal (L5 e 6). 
Esse trabalho demonstra que a função do receptor ionotrópico neuronal 
TRPA1 é essencial para a sensibilização inflamatória induzida pela PGE2 in vivo. As 
prostaglandinas podem ser consideradas os principais mediadores da dor 
inflamatória, que é a mais comum entre as condições dolorosas. Portanto, os dados 
aqui apresentados têm significante impacto científico e possivelmente terapêutico, 
uma vez que abrirão caminho para estudos futuros que avaliem o potencial 
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